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I Einleitung 
Ein vorrangiges Ziel der modernen Landwirtschaft ist die Produktion hochwertiger Lebens- 
und Futtermittel bei minimalem Pestizideinsatz nach dem Prinzip des Integrierten 
Pflanzenschutzes. Dies bedeutet, dass Pflanzenschutzmittel ausschließlich dann appliziert 
werden, wenn ein Befall auftritt und Ertragseinbußen zu erwarten sind. Werden die 
Pflanzenschutzmittel gezielt eingesetzt, bevor Krankheitserreger ihre Wirtspflanzen 
infizieren, dann kann die Menge der Pflanzenschutzmittel bei gleichzeitig hoher Wirkung 
drastisch reduziert werden. Das wichtigste Hilfsmittel im Integrierten Pflanzenschutz ist ein 
zuverlässiges Erkennungs- und Prognosesystem, das die Pathogene identifiziert und 
quantifiziert und mit dem sich der optimale Bekämpfungstermin bestimmen lässt. 
Biosensoren, die spezifisch und sicher Pathogene erkennen, könnten in diesem 
Pflanzenschutzkonzept eine Schlüsselrolle einnehmen, indem sie dessen ökologische und 
ökonomische Effizienz verbessern. 
Die vorliegende Dissertation ist im Rahmen eines Projekts angefertigt worden, dass sich 
diesem generellen Prinzip des Integrierten Pflanzenschutzes in besonderer Weise verpflichtet 
fühlt. Das „Pathochip-Projekt“ ist ein Kooperationsprojekt der RWTH-Institute 
Umweltanalytik (Prof.  Dr. Andreas Schäffer, Projektleiter), Molekulare Biotechnologie 
(Prof. Dr. Rainer Fischer); Biotechnologie (Prof. Dr. Winfried Hartmeier), Planzephysiologie 
(Prof. Dr. Alan Slusarenko) und dem Fraunhofer Institut IME. Für dieses Projekt stellte das 
Wirtschaftsministerium des Landes NRW (Fördernummer  516 - 109 004 00, Ministerium für 
Schule und Weiterbildung, Wissenschaft und Forschung des Landes Nord-Rhein-Westfalen) 
Fördermittel für einen Zeitraum von drei Jahren zur Verfügung.  
Eine genauere Standortbestimmung der in dieser Dissertation geleisteten experimentellen 
Arbeiten gelingt am ehesten durch eine kurze Erläuterung des Projekts. Dazu eignet sich ein 
Auszug aus dem Projektantrag selbst: „Der Pathochip soll auf der Basis von Piezokristallen 
entwickelt werden, auf dem - zunächst unspezifisch durch adhäsive Oberflächenbeschichtung, 
dann zur Erhöhung der Spezifität mit immobilisierten Antikörpern - die Sporen gebunden 
werden. Der Chip wird über einem mit Venturia-Sporen infizierten Apfelbaumblatt der 
Vorjahreskultur installiert, von dem bei bestimmten Feuchtigkeits- und 
Temperaturbedingungen im Frühjahr Ascosporen ausgeschleudert werden. Die 
Massenänderung auf dem Piezokristall durch Bindung der Sporen bedingt eine Veränderung 
(von) dessen Resonanzfrequenz, die als elektronisches Signal weitergeleitet werden kann. 
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Nach der Entwicklung des Venturia-Prototyps ist geplant, durch Immobilisierung weiterer 
Antikörper mit Spezifität für andere Pflanzenpathogene einen multifunktionellen Biochip zu 
entwickeln, der ein wichtiges Instrument des prospektiven Pflanzenschutzes werden könnte...“ 
  
I.1 Kurze Geschichte des Apfels 
Der Apfel inspiriert die Menschen nicht erst seit Adam und Eva und dem sprichwörtlichen 
Fall des Apfels auf Isaac Newtons Kopf. Diese und viele andere Geschichten und Legenden, 
die sich um den Apfel ranken, zeigen die Bedeutung, die dem Apfel beigemessen wird. Die 
überlieferte Geschichte ist voll von Erzählungen, in 
denen der Apfel als Symbol für wollüstige Genüsse, 
Versuchung, aber auch für Vitalität, Virilität, Macht 
und Klugheit steht. Der (Reichs-)Apfel  (Abb.1-1) ist 
zum Beispiel bis heute ein Teil der Machtinsignien 
von Königinnen und Königen und wird als Symbol 
für Macht und Stärke bei jeder Krönung neben Zepter 
und Krone an den neuen  Machthaber überreicht.  
Äpfel dienten den Menschen schon in früher Zeit als 
Nahrungsergänzung und wurden vermutlich schon 
8000 Jahre vor Christus ein fester Bestandteil der 
menschlichen Ernährung. Durch Kriege und Handel 
verbreitete sich der Apfel und seine Verwendung als 
genussvolles Dessert aus Ostasien über den Nahen 
Osten bis nach Westeuropa. Heute ist der Apfel in 
allen gemäßigten und subtropischen Klimaten der Erde beheimatet und wird mit stark 
steigender Tendenz weltweit verzehrt. Die gesundheitsfördernde Wirkung von Äpfeln wird 
durch den 1904 vom amerikanischen Fruchtspezialisten J.T. Stinson geprägten Satz "an apple 
a day keeps the doctor away" auf den Punkt gebracht. Seither haben sich viele 
wissenschaftliche Studien mit der gesundheitsfördernden Wirkung von Äpfeln beschäftigt. Es 
gilt heute als gesichert, dass Äpfel vor allem wegen der enthaltenen Vitamine (8 von 12), 
Ballaststoffe und der sekundären Pflanzeninhaltstoffe positive Effekte auf die menschliche 
Gesundheit haben. Zudem nutzt man die sättigende Wirkung der Äpfel auch bei Diäten und 
zur dauerhaften Gewichtskontrolle. Schon ein Apfel in der Größe eines Tennisballes enthält 
Abb.I-1: Reichsapfel und Zepter aus
den Insignien der österreichischen
Erbhuldigung 
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20% der empfohlenen Tagesmenge an Ballaststoffen (USApple 2002) und kann so 
beträchtlich zur Sättigung beitragen. Der Verzehr von Äpfeln stieg in den letzten Jahren nicht 
nur wegen des gesundheitlichen Aspektes, sondern auch aufgrund der verbesserten optischen 
und geschmacklichen Qualität der Frucht. Die Weltapfelproduktion betrug im Jahr 1998 etwa 
55 Mio. Tonnen. Bis zum Jahre 2005 soll sie laut Schätzungen von Prof. Desmond O'Rourke 
von der Washington State University auf  68 Mio. Tonnen ansteigen. Die bedeutendsten 
Apfelanbau-Regionen sind die EU (7,0 Mio. t/Jahr, + Beitrittsländer: 3,3 Mio. t/Jahr), USA 
(4,8 Mio. t/Jahr), Argentinien (1,4 Mio. t/Jahr), Chile (0,9 Mio. t/Jahr)  und China (18 Mio. 
t/Jahr) (Stainer 2000; B.E.O.G. 2003).  
 
I.2 Apfelschorf und sein Erreger 
Wichtige Krankheiten im Apfelanbau sind Mehltau, Feuerbrand und Apfelschorf, wobei der 
Apfelschorf, hervorgerufen durch 
Venturia inaequalis, die 
bedeutendste ist. Der Apfelschorf 
tritt überall dort auf, wo Äpfel 
angebaut werden. Er wird 
besonders durch kühle und 
feuchte Witterung gefördert. In 
vergleichsweise trockenen und 
warmen Gebieten ist die 
Krankheit von geringerer 
Bedeutung. Der Schorfbefall 
führt zu einer Reduktion der 
Blattmasse, einer deutlichen 
Qualitätsminderung der Früchte, 
vorzeitigem Fruchtfall, 
Fäulnisbildung und erhöhten Verlusten bei der Lagerung. Wird der Apfelschorf nicht 
kontrolliert, können bei suszeptiblen (anfälligen) Sorten Verluste von bis zu 100 % entstehen 
(Curtis 1998). Der Apfelschorf ist der Hauptgrund für die Anwendung von Fungiziden im 
Apfelanbau. Die Abbildung I-2 zeigt einen Überblick über die Gesamtausgaben für 
Pflanzenschutzmittel in der Bodenseeregion (Mayr, Ammann et al. 1998). Die Ausgaben für 
Fungizide, die größtenteils zur Bekämpfung des Apfelschorfs eingesetzt werden, machen 
Fungizide
67%
Herbizide
5%
Akarizide
9%
Insektizide
19%
Abb.I-2: Kostenaufwand für Pflanzenschutz in der
Bodenseeregion. 
Aus: „Umweltschonende Anbauverfahren von Gemüse
und Obst, Interreg-Programm Bodensee-Hochrein";
(Mayr 1997).  
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zwei Drittel der Kosten für Pflanzenschutz aus. Der Schorfbefall von Äpfeln ist nicht erst 
bekannt, seitdem Äpfel professionell gezüchtet und angebaut werden. Vermutlich waren die 
Schorfflecken den Menschen schon seit Beginn der Domestikation wilder Malus-Spezies 
bekannt. Erste überlieferte Aufzeichnungen finden sich auf historischen Bildern. Auf einem 
Bild aus dem Zeitraum um 1600 („Der Fruchtkorb“ von Michel Angelo Carravagio und 
einem Bild von James Peale „Fruit Still Life With Chinese Export Basket“ aus dem Jahr 1824 
(Abb. I-4) sind Äpfel mit eindeutigen 
Apfelschorfsymptomen zu sehen. 
Schorfflecken gehörten in der 
Vergangenheit offensichtlich zum 
normalen Erscheinungsbild von Äpfeln. Ob 
den Menschen jedoch damals schon 
bewusst war, dass die Schorfflecken durch 
einen Krankheitserreger hervorgerufen  
werden und keine apfelspezifische 
Eigenschaft sind, ist nicht überliefert.  Erst 
zum  Ende des 19. und zu Beginn des 20. 
Jahrhunderts befassten sich 
Naturwissenschaftler mit dem Apfelschorf 
und dessen Erreger (Aderhold 1896; Frank 
1902) und stellten eine Relation zwischen 
Pilzbefall und Apfelschorf-Symptomen 
fest. Auf Basis dieser Beobachtungen 
wurden systematische Forschungen zur Biologie des Erregers Venturia inaequalis, der 
Krankheitsentwicklung und zur Bekämpfung des Pilzes durchgeführt. Aus der Gattung 
Venturia sind noch weitere Pathogene bekannt, wie V. pirina (Birnenschorf), V. cerasi 
(Kirschenschorf) und V. carpophila (Pfirsichschorf). Sie sind wirtschaftlich aber von 
geringerer Bedeutung. 
 
I.3 Biologie und Entwicklung des Erregers 
Venturia inaequalis gehört zur Gruppe der Ascomyzeten. Die in schlauchähnlichen 
Strukturen, den Asci, während der sexuellen Wachstumsphase des Pilzes gebildeten sexuellen 
Sporen (Ascosporen) sind typisch für diese Gruppe von Pilzen. Das V. inaequalis-Myzel ist 
Abb.I-3: Ölbild von James Peale:
Fruit Still Life with Chinese Export Basket,
1824. Der Apfel links neben dem Korb zeigt
typische Schorfflecken. 
(Quelle: Lessons in Plant Pathology-Apple Scab;
www.apsnet.org/). 
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septiert und die Zellkerne haploid. Die sexuelle Reproduktion läuft wie folgt ab. Venturia 
inaequalis besitzt zwei genetisch determinierte Kreuzungstypen. Beide  müssen aufeinander 
treffen, damit eine sexuelle Reproduktion stattfinden kann. Die Vereinigung der beiden 
Kreuzungstypen findet im Frühjahr statt. In befallenen toten Apfelblättern aus der letzten 
Saison vereinigen sich die Sexualorgane der beiden Kreuzungspartner, das als männliches 
Organ definierte Antheridium und die als weibliches Organ definierte Trichogyne. Die 
Trichogyne sitzt auf einem Myzelknoten der als Pseudothezium-Initial bezeichnet wird. 
Während der Kreuzung der beiden Partner kommt es zunächst zu einer Vereinigung zweier 
Myzelzellen, der Plasmogamie. Danach wandert ein Zellkern aus dem männlichen 
Kreuzungstyp in die Trichogyne ein und fusioniert mit einem Zellkern des weiblichen 
Kreuzungstyps (Karyogamie). Danach findet eine Rekombination von Genabschnitten der 
beiden Kreuzungspartner statt, die auch einer der Gründe für die hohe Anpassungsfähigkeit 
des Pilzes an wechselnde Umweltbedingungen (z.B. Resistenzen gegen Fungizide) ist. Aus 
dem Pseudothezien-Initial  reift nun der Fruchtkörper, das Pseudothezium heran. In einem 
dichten Geflecht aus Myzel (Stroma) entseht eine Aushöhlung, in der die Asci mit den 
Ascosporen gebildet werden. Diese entstehen aus der durch Kernverschmelzung entstandenen 
diploiden Zelle. Diese wird einer Meiose unterzogen und es entstehen die einzelnen 
Ascosporen, die in den Asci heranreifen. Jeder Ascus enthält acht Ascosporen in einer 
schlauchartigen Struktur hintereinander aufgereiht (Abb. I-4B). Die Ascosporen sind 
zweizellig und braun und haben eine einem Schuhabdruck ähnliche Form. Die zwei Zellen 
haben eine unterschiedliche Größe (inäqual), daher stammt der Artnahme „ inaequalis“. Sie 
haben einen Durchmesser von 5 bis7 µm und eine Länge von 11 bis16 µm (MacHardy 1996). 
Zwischen März und Mai sind die Ascosporen in den Pseudothezien (Abb. I-4C, Pfeil) 
herangereift. In befallenen feuchten Blättern (Abb. 1-4A) fangen die Pseudothezien an zu 
schwellen und ihre Öffnung ragt aus den Blättern heraus (Abb. I-4D). 
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Abb.I-4: Venturia inaequalis, sexueller Zyklus, Erscheinungsformen: A: Läsionen (ca. 1cm 
Durchmesser) auf einem toten Apfelblatt im Frühjahr; B: einzelner Ascus mit acht Ascosporen (400x 
Vergr.); C: reife Pseudothezien (Pfeil, 20x Vergr.) in einer Läsion unter einem Binokular; D: 
Querschnitt durch ein reifes Pseudothezium in der Blattepidermis (100x Vergr.). 
(Quellen: A,C,D: MacHardy, Apple Scab, 1996; B : mit freundlicher Genehmigung von Michael 
Dohmen, RWTH-Aachen, Institut für Bio III). 
 
Die reifen Asci platzen auf und schleudern die Ascosporen schussartig bis zu 1,5 cm weit aus 
dem Fruchtkörper heraus, wo sie durch Regen oder Wind weitergetragen werden. Gelangen 
die Sporen auf Blüten oder Blattknospen eines Apfelbaumes, keimen sie aus und initiieren 
eine Infektion. Der sexuelle Zyklus findet nur einmal zu Beginn der Saison statt. Mit der 
primären Infektion durch Ascosporen beginnt der asexuelle Zyklus des Pilzes. 
Wie viele andere Ascomyzeten produziert auch Venturia inaequalis in der asexuellen Phase 
einen zweiten Typ Sporen, die Konidien. In dieser Phase wird der Pilz auch als Anamorph 
(sex. Phase: Teleomorph) bezeichnet, der auch ein eigener lateinischer Name zugeordnet 
wurde, Spilocaea pomi. Die Konidien sind einzellig, braun bis oliv und sind zu einem Ende 
flaschenförmig verjüngt (Abb. I-5B). Die Konidien werden an den Enden kurzer 
spezialisierter Hyphen des Myzels produziert, den Konidiophoren (Abb. I-5C). Die 
Konidiophoren werden auf einer dichten Matte aus Myzel gebildet, die nach dem 
C D
BA 
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Durchbrechen der Kutikula auf der Blattoberfläche gebildet wird. Die Konidien werden wie 
die Ascosporen durch Wind und Regen verbreitet. Landen sie auf einem Apfelblatt, kommt es 
zu so genannten Sekundärinfektionen, aus denen nach 9 bis 30 Tagen erneut Konidien 
freigesetzt werden können (Abb. I-5A).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.I-5: Venturia inaequalis, asexueller Zyklus (Spilocaea pomi), Erscheinungsformen: A: durch 
Ascosporen hervorgerufene Läsionen auf einem Apfelblatt im Sommer; B: Konidien (200x Vergr.); C: 
Blattquerschnitt mit Konidienträger (Pfeil, 100x Vergr.); D: Äpfel mit stark sklerotisierter Epidermis, 
hervorgerufen durch massiven Schorfbefall. (Quellen: B, C, D: MacHardy, Apple Scab, 1996; A : mit 
freundlicher Genehmigung von Michael Dohmen, RWTH-Aachen, Institut für Bio III). 
 
Es kann mehrere Zyklen der sexuellen Phase des Pilzes während einer Apfelsaison geben. Der 
Befall der noch jungen Äpfel führt zu den typischen Schorfflecken auf der Frucht zum 
Zeitpunkt der Ernte (Abb. I-5D). Kommt es spät im Herbst zu einer Infektion der Früchte, so 
kann diese zunächst unerkannt bleiben, führt aber während der Lagerung über einen längeren 
Zeitraum zu erheblichen Lagerschäden (MacHardy 1996). 
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I.4  Pflanzenschutz: Vorbeugung und Bekämpfung  
Ein modernes Konzept des umweltschonenden Pflanzenschutzes umfasst neben direkten 
Maßnahmen zur Bekämpfung des Schaderregers Verfahren, die die Vitalität der Pflanze und 
ihre natürlichen Abwehrkräfte fördern. Pflanzen verfügen, unabhängig vom Vorhandensein 
spezifischer Resistenzgene, über ein natürliches Resistenzpotential, das gezielt gegen 
Schaderreger und auch gegen abiotische Schadfaktoren aktiviert werden kann. Am Lehrstuhl 
für Obstbau der Technischen Universität München-Weihenstephan wurden die 
Schutzfunktionen von phenolischen Substanzen beim Apfel erforscht. Hier konnte erstmals 
nachgewiesen werden, dass bestimmte Phenole in Blättern und Früchten für die 
Widerstandsfähigkeit der Pflanze gegenüber dem Schorfpilz eine entscheidende Rolle spielen 
(Cabilly, Riggs et al. 1984). Andere Forscher versuchten, den Schorferreger durch den 
Einsatz von natürlichen Antagonisten zu bekämpfen. Diese Organismen sorgen für eine 
schnellere Zersetzung der befallenen Apfelblätter auf dem Boden, so dass V. inaequalis im 
Frühjahr nicht zur Ausreifung und Freisetzung der Ascosporen kommen kann (Burr, Matteson 
et al. 1996; Philion, Carisse et al. 1997; Kucheryava, Fiss et al. 1999; Carisse, Philion et al. 
2000). Die direkte Bekämpfung von Apfelschorf kann heute mit einer Vielzahl von 
Fungiziden vorgenommen werden. Die Palette reicht von anorganischen Substanzen wie 
Netzschwefel und Kupfersulfat, die begrenzt auch im Ökoobstanbau verwendet werden 
dürfen, bis hin zu hochspezifischen organischen Fungiziden mit lokaler oder systemischer 
Wirkung.  
 
1.5 Geschichte der Apfelschorfbekämpfung 
Die Geschichte der Entwicklung der Schorfbekämpfung zeigt eindrucksvoll, wie sich im 
Laufe der Jahre nicht nur die Bekämpfungsmethoden verbessert, sondern auch die Einstellung 
der Apfelbauern von einer rein chemischen Bekämpfungsstrategie des Apfelschorfes zum 
integrierten Pflanzenschutz hin gewandelt hat.  
Nach ersten wissenschaftlichen Abhandlungen zum Apfelschorf zum Ende des 19. 
Jahrhunderts (Aderhold 1896) wurden entscheidende Fortschritte zur Bekämpfung des 
Apfelschorfs erst Mitte des 20. Jahrhunderts gemacht. Einen Durchbruch brachte die 
Entwicklung einer Methode zur Vorhersage von Infektionsrisiken durch Mills (Mills 1944), 
die diese Risiken in ihrer Abhängigkeit zu Temperatur und Feuchtigkeit in einer 
Berechnungs-Tabelle darstellt. Diese sogenannte Mills-Tabelle wurde mehrmals überarbeitet 
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und unter anderem von MacHardy und Gadoury (MacHardy 1989) entscheidend verbessert; 
eine Version, die heute noch verwendet wird. Den nächsten bedeutenden Schritt bei der 
Apfelschorfbekämpfung markierte die Entwicklung organischer Fungizide in den 50er Jahren 
des 20. Jahrhunderts. Sie lösten die bis dahin vorherrschende und für Apfelbauern teilweise 
gesundheitsschädigende Bekämpfung mit Kupfersulfat, Schwefel und Blei-Arsenit ab. 
Das erste organische Fungizid, welches in der Schorfbekämpfung verwendet wurde, war das 
Ferbam. Es ist chemisch gesehen ein Eisen-Carbamat, das auch der Namensgeber für die 
Klasse der Carbamat-Fungizide war. In den 70er Jahren kam das erste Fungizid mit 
systemischer Wirkweise auf den Markt, das Benomyl. Systemische Fungizide werden durch 
die Apfelpflanze aufgenommen und verteilen sich im gesamten Organismus, so dass auch 
Pflanzenteile einen Fungizidschutz besitzen, deren Oberfläche nicht  direkt behandelt wurde – 
wie beispielsweise nachwachsende Blätter. Einen Rückschlag erlebte die Bekämpfung von 
Venturia inaequalis mit Fungiziden durch erworbene pilzliche Resistenzen gegen die 
verwendeten Mittel, die  erstmals in den 70er Jahren beobachtet wurden. Neue Mittel mit 
anderer Wirkweise wurden benötigt. In den 80er Jahren wurde deshalb eine neue Klasse von 
Fungiziden eingeführt, die Sterolbiosynthese-Hemmer. Die unter den Namen Rubigan, Nova 
und Funginex zur Bekämpfung von Apfelschorf 1991 zunächst in den USA zugelassenen 
Fungizide hemmen spezifisch die Sterolbiosynthese der Pilze. Diese Klasse von systemischen 
Fungiziden ermöglicht eine wirksame Applikation noch bis zu 96 Stunden nach der Infektion 
und ist damit nicht nur zur protektiven, sondern auch zur kurativen Behandlung von 
Apfelschorf geeignet (MacHardy 1996).  
Nicht zuletzt die Erfahrungen mit den Resistenzen führten zu einem Umdenken im 
Apfelanbau. In den 80er Jahren setzte sich ein integriertes Schorf-Management (integrierter 
Pflanzenschutz) durch, welches alle entscheidenden Faktoren der Schorf-Infektion 
berücksichtigt. Mit den Methoden des integrierten Pflanzeschutzes konnte der Anteil an 
schorfbefallenen Früchten unter 1 Prozent gesenkt werden. Meilensteine in der Entwicklung 
des integrierten Pflanzenschutzes bei Äpfeln wurden durch die Arbeiten von Lewis (Lewis 
1980) sowie MacHardy und Jeger (MacHardy, Gadoury et al. 1983) gesetzt. MacHardy und 
Jeger entwickelten mathematische Modelle zur Vorhersage von Infektionsrisiken, die die 
wichtigsten Faktoren wie Anfälligkeit der Äpfel, den allgemeinen Befallsdruck durch 
Venturia-Sporenflug, Wetterbedingungen,  Gesundheitsstatus der Bäume, Zeitplanung für 
Fungizidanwendung, Techniken der Applikation und Applikationsmenge sowie Wirkweise 
des angewendeten Fungizides berücksichtigen. Anhand der Vorhersage werden 
Fungizidapplikationen ausgelassen (niedriges Infektionsrisiko) oder vorgenommen (hohes 
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Risiko). Auf der Basis dieser Modelle und der bereits erwähnten Mills-Tabelle wurden 
verbesserte Infektions-Vorhersagemodelle entwickelt, die heute Standart in kommerziell 
betriebenen Apfelplantagen mit integriertem Pflanzenschutz sind (Sutton, MacHardy et al. 
2000). Mit Vorhersagemodellen wie RIMpro (Belz and Ruess 2002) können durchschnittlich 
6 bis 8 Fungizidapplikationen - von üblicherweise etwa 20 - ausgelassen werden. Die 
Abbildung I-4 zeigt ein Diagramm, in dem Messwerte für das Risiko einer primären 
Schorfinfektion in den Hauptmonaten April und Mai (Balken) angegeben sind. Zusätzlich 
sind die Zeitpunkte der Fungizidapplikationen mit und ohne Schorfsimulationsmodell 
markiert (Dreiecke/Rauten).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.I-6: Schorfrisiko und Bekämpfung im Zeitraum April bis Mai nach praxisüblicher 
Bekämpfung bzw. mit einem Schorfmodell. 
Quelle: „Auswirkungen unterschiedlicher Pflanzenschutzstrategien auf Ertrag, Qualität und 
Kostenaufwand von schorfresistenten Apfelsorten“  
http://www.infodienst-mlr.bwl.de/la/lvwo/veroeff/strategieschorfresistenz.htm 
 
Mit der Einsparung von durchschnittlich 6 bis 8 Fungizidapplikationen wurde ein wichtiger 
Schritt in Richtung auf Schadstoffverminderung und Kostensenkung getan. Jedoch stoßen 
selbst die besten Vorhersagemodelle an ihre Grenzen, spätestens wenn Wettervorhersagen als 
wichtige Parameter in die Berechnung des Schorfrisikos einbezogen werden. Vorhersagen 
sind bei ungünstigen Wetterlagen schneller veraltet, als sie in ein Kalkulationsmodell 
eingearbeitet werden können. In der Folge kommt es dann zu fatalen Fehleinschätzungen und 
0
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31
Sc
ho
rf
ris
ik
o 
in
 %
Schorfsimulationsmodell 
praxisübliche Bekämpfung 
April Mai 
Einleitung 
 
11
einer starken Diskrepanz zwischen tatsächlichem und vorhergesagtem Schorfrisiko (Harzer 
and Orth 1999; Jeger 1999; Sutton, MacHardy et al. 2000).  
Parallel zur Vorhersage gab es vielversprechende Ansätze zur direkten Bestimmung des 
Ascosporenfluges mit Hilfe von Partikel- oder Sporensammlern unterschiedlichster Bauart 
(Sutton and Jones 1976). Diesen Sammlern ist gemeinsam, dass sie Ascosporen direkt aus der 
Umgebungsluft sammeln. Die Ergebnisse werden anschließend entweder am Mikroskop oder 
mit einem immunologischen Verfahren ausgewertet (Aylor 1993; Kennedy, Wakeham et al. 
2000). Die von Kennedy et al. vorgestellte MTIST-Methode ist eine Kombination von 
Sporen-Sampling aus der Luft mit anschließendem immunologischen Nachweis der 
Pilzsporen. Die direkte Bestimmung des Ascosporenfluges von Venturia inaequalis mit 
Partikelsammlern und ähnlichen Systemen wird heute hauptsächlich zur Verifikation der 
Sporenflug-Vorhersagemodelle genutzt.  
 
I.6 Einsatz von Biosensoren zur Überwachung von pathogenen 
Organismen  
Biosensoren setzen sich aus einer physikochemischen und einer selektiven biologischen 
Komponente zusammen. Während die biologische Komponente die Spezifität des Sensors 
determiniert, ist die physikochemische Komponente, der Transducer, für die Umwandlung 
des Primär-Signals in ein elektronisch auswertbares Signal zuständig.  
Biosensoren haben auf dem Gebiet der Umweltanalytik bereits ihr großes 
Anwendungspotential bewiesen, sei es im Bereich der Abwasserüberwachung  (Reiss, 
Heibges et al. 1998) oder bei der Detektion klinisch relevanter Substanzen (Luppa, Sokoll et 
al. 2001). Speziell die Antikörper-/Rezeptor-basierten Biosensoren, die Immunosensoren, 
haben in den letzten Jahren an Bedeutung in der klinischen Diagnose und Umweltanalytik 
gewonnen (Park and Kim 1998; Susmel, O'Sullivan et al. 2000; Dickert, Achatz et al. 2001). 
Auch im Bereich der Detektion von Substanzen, die zur chemischen und biologischen 
Kriegsführung missbraucht werden können, werden heute Immuno- bzw. Affinitäts-
Biosensoren eingesetzt (Rogers, Cao et al. 1991; Edelstein, Tamanaha et al. 2000; Iqbal, 
Mayo et al. 2000; Uithoven, Schmidt et al. 2000). Dieser Bereich hat vor allem durch 
terroristische Bedrohungsszenarien der letzten Jahre immens an Bedeutung gewonnen. 
Bislang wurden Immunosensoren zur Detektion von niedermolekularen Substanzen wie 
Glukose oder Herbiziden (2,4–dichlorophenoxyacetic acid) (Rogers 2000), Viren (Susmel, 
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O'Sullivan et al. 2000; Uttenthaler, Schraml et al. 2001) und Bakterien (Park and Kim 1998) 
hergestellt. Ein Affinitäts-basierter Biosensor zum selektiven Nachweis von Pilzsporen wurde 
bis heute nicht entwickelt. 
 
Abb.I-7: Prinzip eines Immunosensors: Die Basis bildet ein physikochemischer Sensor (Elektrode, 
Optischer Sensor, Thermosensor, Piezoelektrischer Quarz), der sogenannte Transducer, in dem 
einlaufende Signale (Elektronen, Photonen, Wärme, Masse) in elektrische Signale umgewandelt 
werden. Die biologische Komponente kann aus verschiedenen Antikörperformaten (Vollängen-Ak, 
Fab, scFv, Fv) bzw. Rezeptoren bestehen, die ihre spezifischen Liganden detektieren können.  
 
Die Vorteile der Immunosensoren im Bereich der Umweltanalytik gegenüber klassischen 
Analyseverfahren liegen auf der Hand. Sie bieten einen zeitnahen (online-) Zugriff auf die 
gemessenen Umweltdaten und ermöglichen damit eine schnelle Reaktion auf Veränderungen 
der entscheidenden Parameter. Die heute zur Verfügung stehenden Immunosensoren besitzen 
eine hohe Bandbreite an physikalischen Detektionsmöglichkeiten im Bereich der Transducer 
(Abb. 1-7). Es können optische, thermische, elektrische und gravimetrische Signale erfasst 
werden. Der entscheidende Vorzug der Immunosensoren liegt aber in der hohen 
Bindungsspezifität und enormen Sensitivität ihrer biologischen Komponente, nämlich der der 
Antikörper. Mit Hilfe moderner genetischer und immunologischer Arbeitsmethoden kann 
man heute die Spezifität der Antikörper an die unterschiedlichsten Antigene und damit 
Einsatzgebiete anpassen.  
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I.7 Immunologische Methoden zur Detektion von pilzlichen Erregern 
Ein wichtiger Faktor bei der Bekämpfung von pilzlichen Schaderregern ist deren sichere 
Erkennung und Quantifizierung. Viele Erreger können anhand Ihres charakteristischen 
Schadbildes eingeordnet werden, so auch Venturia inaequalis. Dieses Schadbild als Folge von 
Pflanzenkrankheiten soll aber gerade vermieden werden; deshalb muss man den pilzlichen 
Erreger frühzeitig erkennen und bekämpfen, bevor er die Nutzpflanze befallen hat. Da Pilze 
sich über Sporen verbreiten, werden diese Strukturen oft auch zur Bestimmung der Gattung 
und Spezies genutzt. In manchen Fällen ist die Form der Pilzporen ist ein wichtiges 
Erkennungsmerkmal, dass man mit Hilfe eines Mikroskops leicht erkennen kann. Oft ist 
jedoch die Form der Pilzsporen nicht hinlänglich spezifisch, oder im Fall von zwei Arten 
einer Gattung sehr ähnlich. Dann gibt es die Möglichkeit, eine genaue Charakterisierung mit 
Hilfe von Antikörpern vorzunehmen. Antikörper besitzen das Potential, artspezifische 
Antigene auf der Sporenoberfläche zu erkennen und ermöglichen somit eine genaue 
Charakterisierung. Die Herstellung von Antikörpern gegen pilzliche Antigene und Sporen 
wurde mehrfach erfolgreich durchgeführt (Kennedy, Wakeham et al. 1999; Dorfmüller 2002; 
Peschen 2002). Die Herstellung von Antikörpern gegen pilzliche Leitstrukturen kann mit 
unterschiedlichen Methoden verwirklicht werden. Neben der klassischen Methode der 
Immunisierung von Wirbeltieren mit anschließender Gewinnung von polyklonalen 
Antikörpern aus deren Seren gibt es noch die Möglichkeit, monoklonale Antikörper 
herzustellen. Mit dieser von Köhler und Milstein  erstmals beschriebenen Methode (Köhler 
and Milstein 1975) kann man durch die Fusion von kurzlebigen Antikörper-produzierenden 
B-Lymphozyten mit Myeloma-Zellen Fusionszellen herstellen, die kontinuierlich Antikörper 
in vitro produzieren. Durch Vereinzelung entstehen Zellklone, die Antikörper mit nur einer 
Spezifität produzieren, nämlich die monoklonalen Antikörper.  
 
 
I.8 Phage Display rekombinanter Antikörperfragmente 
Mitte der 80er Jahre wurde das Phage-Display von Peptiden entwickelt (Smith 1985). Kurz 
darauf wurde die Methode zum Antikörper-Phage-Display weiterentwickelt (Barbas, Kang et 
al. 1991); (Clackson, Hoogenboom et al. 1991); (McCafferty, Griffiths et al. 1990) 
(McCafferty, Fitzgerald et al. 1994); (Sheets, Amersdorfer et al. 1998). Bei dieser Methode 
wird ein Peptid oder Antikörper zusammen mit einem der Hüllproteine auf einem 
filamentösen Phagen (M13) präsentiert. Der  M13 Phage gehört zu einer Gruppe von 
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Bakteriophagen, die Gram-negative Bakterien wie E. coli infizieren können. Für ihre 
Infektion benötigen sie den bakteriellen F-Pilus, der auf einem bakteriellen Plasmid, dem F-
Plasmid kodiert ist. Wegen ihrer Begrenzung auf Wirte mit einem F-Plasmid werden die 
Phagen auch als Ff-Phagen bezeichnet. Der M13 Phage hat einen Durchmesser von 7 nm und 
eine Länge von 2.000 nm (Kay, Adey et al. 1993), in dessem Inneren die genetische 
Information in Form einzelsträngiger zirkulärer DNA kodiert vorliegt. Die Proteinhülle 
besteht aus ca. 2.800 Kopien des Hüllproteins pVIII und drei bis fünf Kopien des Proteins 
pIII. Der Bakteriophage verwendet das pIII-Protein, um an den F-Pilus von E. coli zu binden 
und injiziert nachfolgend seine DNA in das Bakterium. Die Vermehrung des M13-Phagen in 
E. coli erfolgt nach dem „rolling-circle“ Model. Pro Bakterium können ca. 200 Phagen 
synthetisiert werden (Colnago, Valentine et al. 1987); (Hunter, Rowitch et al. 1987); 
(Williams, Glibowicka et al. 1995). Für das „Phage Display“ wird das Genom des M13 
Phagen so modifiziert, dass N-terminal an das pIII- oder pVIII-Hüllprotein scFv-
Antikörperfragmente (McCafferty, Griffiths et al. 1990), Fab-Fragmente (Marks, 
Hoogenboom et al. 1991)oder andere rezeptorähnliche Peptide fusioniert werden. Dies 
geschieht mit Hilfe eines Phagemids, das gezielt in E. coli eingebracht werden kann. Die 
wichtigsten Eigenschaften des Phagemides und die Technik des „Phage Display“ sind in der 
folgenden Abbildung (I-8) schematisch dargestellt. 
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Abb-I-8: Schematischer Überblick über die Phage-Display-Technologie: E. coli-Zellen werden 
mit einem Phagemid transformiert. Dieses enthält: M13 origin:  M13-Replikationsstart; g3/g8: Gene 
für virale Hüllproteine (pIII/pVIII); ampR: Ampicillinresistenz; L: Leader-Peptid für 
periplasmatische Expression, scFv-Fragment: bestehend aus VH und VL der Antikörpergene; tag: 
Affinitäts-„Tag“ zur Aufreinigung; amber: Stopcodon TAG. Die rekombinanten Phagen werden 
assembliert und das Phagemid darin verpackt. Die Phagen enthalten sowohl den Genotyp in Form der 
scFv-DNA innerhalb des Phagemides, als auch den Phänotyp in Form des präsentierten scFv-pIII-
Fusionsproteins. 
 
Durch die Infektion des Bakteriums mit einem Helferphagen wird die Vermehrung und die 
Assemblierung in der Zelle eingeleitet. Die rekombinanten Bakteriophagen können aus dem 
Kulturmedium isoliert und zur Selektion eines antigenspezifischen Antikörperfragments 
eingesetzt werden. Die Phagen exponieren die rekombinanten Antikörperfragmente auf ihrer 
Oberfläche und können durch Bindung an ihr Antigen (Venturia Sporen) angereichert bzw. 
unspezifische Phagenantikörper durch extensives Waschen entfernt werden. Die im 'panning' 
spezifisch gebundenen Phagenantikörper werden dann vom Antigen gelöst und in 
Bakterienkulturen angereichert. Dieser Prozess der Selektion kann mehrmals wiederholt 
werden, um spezifische Antikörperfragmente mit hoher Bindungsaffinität anzureichern.  
Die Methode des „Phage Display“ hat sich in den letzten Jahren als hilfreiches Werkzeug zur 
Herstellung von spezifischen Antikörpern gegen Liganden erwiesen, die wie Melanin kaum 
immunogen sind (Carzaniga, Fiocco et al. 2002). Einige pilzliche Erreger sind in der Lage, 
über die Ausschüttung T-und B-Zell-supprimierender Substanzen eine immunologische 
Antwort im Wirt zu unterdrücken. Hierzu gehören auch einige humanpathogene Pilze wie 
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Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Blastomyces dermatitidis, Coccidioides 
immitis, Trichophyton spp. und Histoplasma capsulatum. Die Immunisierung von 
Wirbeltieren und die Herstellung von Antikörpern mit den klassischen Methoden ist in diesen 
Fällen extrem schwierig. Die Methode des „Phage Display“ ermöglicht es, mit Hilfe von 
synthetischen oder naiven (aus nicht immunisierten Individuen) Antikörperbibliotheken 
rekombinante Antikörper zur serologischen und histologischen Detektion dieser Pathogene 
herzustellen. 
Nowakowski et al. konnten mit Hilfe einer kombinatorischen (semisynthetischen) „Phage 
Display“-Bibliothek polyklonale Antikörper isolieren, die zur Neutralisation des Botulinus-
Neurotoxins führten (Nowakowski, Wang et al. 2002). Zhou et al. gelang es, Antikörper 
gegen Bacillus subtilis Endosporen herzustellen (Zhou, Wirsching et al. 2002), was auch eine 
neue Perspektive zur Herstellung von Antikörpern gegen Endosporen von Bacillus anthracis, 
dem Milzbrand-Erreger, aufzeigt.  
 
I.9  Projektbeschreibung und Zielsetzung 
Von großer Bedeutung für den Integrierten Pflanzenschutz im Apfelanbau ist die 
Überwachung der Luftbelastung mit Venturia inaequalis-Ascosporen. Wenn es gelänge, den 
Beginn des Ascosporenfluges im Frühjahr präzise zu erfassen, um umgehend geeignete 
Behandlungsmaßnahmen durchzuführen, ist der Befallsdruck das ganze Jahr über stark 
verringert. Der Einsatz eines Analysesystems zur „online“-Kontrolle der 
Ascosporenkonzentration würde es ermöglichen, die jährlich breit gestreuten 
Fungizidmaßnahmen - weltweit werden bis zu 100 Mio. Euro pro Jahr für die Venturia-
Kontrolle aufgewendet - auf zeitlich und räumlich gezielte Behandlungen zu reduzieren. Die 
präzise Bekämpfung einer Erstinfektion durch Ascosporen könnte eine Ausbreitung des 
Schorfes nachhaltig verhindern, da dann die Bildung von Konidiosporen, über die sich die 
Krankheit exponentiell ausbreitet, nicht mehr stattfindet. 
Dieses Ziel sollte im Rahmen des Pathochip-Projektes durch die Entwicklung eines 
Immunosensors mit einem piezoelektrischen Quarz als Transducer verwirklicht werden. Der 
Sensor sollte den Venturia-Ascosporenflug auf dem Feld „online“ messen. Weitere 
Anforderungen sind eine leichte Handhabung und eine hohe Spezifität gegenüber V. 
inaequalis-Ascosporen, was durch die biologische Komponente (V. inaequalis-spezifische 
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Antikörper) gewährleistet wird.  Der einsatzfähige Immunosensor sollte zu einer deutlichen 
Kosten- und Zeitersparnis bei der Venturia-Kontrolle führen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.1-9: Infektionsrisiken und Fungizidapplikationen während einer Apfelsaison  
Der Status quo (stark schematisiert) spiegelt die aktuelle Situation im Pflanzenschutz wieder. Im 
Laufe der gesamten Saison werden bis zu 20 Fungizidapplikationen vorgenommen, um Primär -und 
Sekundärinfektionen von Venturia inaequalis zu bekämpfen. Durch den Einsatz des Pathochip-
Sensors können die Fungizide zeitlich exakt zum Sporenflug eingesetzt werden. V. inaequalis kann 
dann im günstigsten Fall keine Sekundärinfektionen ausbilden, die Apfelpflanze bleibt für den Rest 
der Saison befallsfrei und die Fungizidapplikationen im Sommer und Herbst können ausgelassen 
werden. 
 
 
 
 
 
 
Status quo 
 Pathochip 
Frühling Sommer Herbst 
Primärinfektion 
Sekundärinfektion 
Fungizidapplikation 
Einleitung 
 
18
I.10 Aufgabenstellung 
Die vorgelegte Dissertationsarbeit stellt einen Teilbereich des Pathochip-Projektes dar, in dem 
Antikörper gegen intakte unbehandelte Ascosporen des Apfelschorferregers Venturia 
inaequalis hergestellt werden sollten. Dieses Ziel ist sowohl mit der Herstellung von 
monoklonalen, als auch mit rekombinanten Antikörpern zu erreichen. Zur Herstellung und 
Selektion von rekombinanten Antikörpern soll die Methode des Antikörper-„Phage-Display“ 
angewandt werden. Antikörper mit der entsprechenden Spezifität für V. inaequalis-
Ascosporen sollen biochemisch und genetisch näher charakterisiert werden. Anschließend ist 
die Expression der Antikörper in größerem Maßstab in prokaryotischen Systemen geplant. 
Eine weiterere Aufgabe besteht darin, das erkannte Antigen auf den Ascosporen näher zu 
charakterisieren. Hierzu sollen direkt aus den Ascosporen extrahierbare Proteine bzw. 
Antigene auf der Sporenoberfläche immunologisch untersucht werden. Als zusätzliche 
Möglichkeit zur Aufklärung der Antigen-Struktur sollte das „Western-Screening“ einer 
cDNA-Bank aus Venturia inaequalis mit den Ascosporen-spezifischen Antikörpern genutzt 
werden. Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit waren viele immunologische Arbeitstechniken 
auf den Umgang mit Venturia inaequalis-Ascosporen anzupassen oder neu zu entwickeln, da 
im Rahmen der oben beschriebenen Fragestellung bisher keine immunologischen Methoden 
zur Anwendung kamen. 
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II Material und Methoden 
II.1 Material 
II.1.1 Enzyme, Geräte und Kits 
Alle verwendeten Chemikalien und Fertiglösungen entsprachen mindestens der Reinheitsstufe 
p.A.. In der Regel wurden Feinchemikalien von folgenden Firmen bezogen: BioRad 
(München), Boehringer (Mannheim), DIFCO (Detroit, USA), Fluka (Neu-Ulm), GibcoBRL 
(Eggenstein), Merck (Darmstadt), MWG-Biotech (Ebersberg), Pharmacia (Uppsala, 
Schweden), Roche (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma 
(Deisenhofen).  
Verbrauchsmaterialien stammten von: Baxter (Wien, Österreich); Becton&Dickinson (Fraga, 
Spanien),  Biozym (Oldendorf), Corning Inc. (Europe), Costar (Bodenheim), Eppendorf 
(Hamburg), Greiner (Solingen), Invitrogen (San Diego, USA), Millipore (Eschborn), Nunc 
(Biberich), Qiagen (Hilden), Schott (Mainz), Serva (Heidelberg), USB (Braunschweig), 
Whatman (Bender & Hobheim, Bruchsal) und Zeiss (Oberkochen). Alle verwendeten Enzyme 
zur Restriktion oder Modifikation von DNA wurden von den Firmen NEB (Schwalbach), 
MWG-Biotech (Ebersberg), GibcoBRL, oder Pharmacia bezogen.  
Kits für rekombinante DNA-Techniken 
Plasmidisolierungs-Kits (Mini, Midi, Maxi)   Qiagen, Hilden 
Qiaquick „Gel Purification“ und         
„PCR-Purification“ Kit zur Isolierung     
und Aufreinigung von DNA     Qiagen, Hilden 
„RNeasy“ RNA Isolierungs Kit    Qiagen, Hilden 
„Oligotex“ mRNA Isolierungs Kit    Qiagen, Hilden 
„TRIzol Reagent“ zur Isolierung von Gesamt-RNA  Invitrogen, San Diego, USA 
  
„SUPERSCRIPT™ Preamplification System for     
First Strand cDNA Synthesis” Kit    Invitrogen, San Diego, USA  
Thermosequenase Cycle Sequencing Kit   Amersham,Uppsala, Schweden 
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II.1.2 Antikörper und konjugierte Nachweisantikörper 
• Die Detektion von gebundenen IgG-Antikörpern aus dem Blutserum von Mäusen oder 
dem Kulturüberstand von Hybridomen mittels ELISA erfolgte mit einem alkalische 
Phosphatase konjugierten Ziege-anti-Maus-Ak (GAMAP anti H + L; Jackson 
ImmunoResearch, Vertrieb: Dianova, Hamburg). Zur Bestimmung des Titers von 
IgM- Antikörpern im Mausserum und in Hybridomenüberständen wurde ein gegen die 
µ-Domäne der IgM gerichteter Antikörper (GAM FITC anti µ-chain; Caltag, Hamburg) 
verwendet. 
• Zur Detektion poly- oder monoklonaler scFv-präsentierender Phagen wurde ein 
polyklonales Ziege-anti-M13-Peroxidase (HRP, „horse radisch peroxidase“) Konjugat 
(Pharmacia) eingesetzt. 
• Zum Nachweis bakteriell exprimierter scFv mit einem C-terminalen c-myc Motiv 
wurde ein monoklonaler muriner anti-c-myc-Antikörper (Evan, Lewis et al. 1985); 
ATCC Klon-Nummer CRL-1729) verwendet.  
• Zum Nachweis gebundener Ziegenantikörper (GAM) im Immunoblot wurde ein 
Kaninchen-anti-Ziege-Ak [RAGHRP] (Dianova) eingesetzt. 
• Zur Detektion gebundener Ak in der Immunofluoreszenz wurde ein Alexa Fluor® 488 
konjugierter Ziege anti-Maus-Ak (GAMALEXA H+L; Invitrogen) verwendet.       
II.1.3 Versuchstiere 
Für die Immunisierung mit Venturia inaequalis Ascosporen wurden ausschließlich weibliche 
BALB/c Mäuse in einem Alter von sechs bis acht Wochen verwendet. Den immunisierten 
Tieren wurde zur Bestimmung des spezifischen Antikörpertiters Blut entnommen. Zur 
Herstellung von Hybridoma-Zellkulturen und zur Gewinnung von Gesamt-RNA wurden den 
zuvor getöteten Tieren die Milzen entnommen. Alle Tierversuche waren vom 
Regierungspräsidium des Landes NRW unter der RP-Nummer: 23.203.2 AC 12, 10/98 
genehmigt. 
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II.1.4 Bakterienstämme 
Als Rezipienten für rekombinante DNA, zur Vermehrung und Isolierung von Plasmiden und 
zur Produktion des M13-Phagen sowie zur Proteinexpression wurden folgende E. coli-
Stämme verwendet: 
Stamm Quelle Genotyp 
DH5α  (Ausubel, 
Brent et al.) 
F´/endA1, hsdR17(rK-, mK+), supE44, thi1, recA1, gyrA, 
(Nalr), relA, 
TG1 Stratagene 
(Heidelberg) 
K12, ∆(lac-pro), supE, thi, hsd ∆5/F´[traD36, proAB, lacIq 
lacZ∆M15] 
XL1Blue MRF´ Stratagene 
(Heidelberg) 
∆(mcrA)183 ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 
thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac [F´ proAB laclIq Z∆M15 
Tn10 (Tetr)] 
 
Für die Arbeiten mit dem Lambda „ZAP Express“-System wurden die folgenden Bakterien-
stämme benutzt: 
XL1Blue MRF´ Stratagene 
(Heidelberg) 
∆(mcrA)183 ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 
thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac [F´ proAB laclIq Z∆M15 
Tn10 (Tetr)] 
XLOLR Stratagene 
(Heidelberg) 
∆(mcrA)183 ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 thi-1 
recA1 gyrA96 relA1 lac [F´ proAB laclq Z∆M15 Tn10 
(Tetr)] Su¯(nonsuppressing) λr (lambda resistant) 
 
II.1.5 Der Phagemidvektor pHEN 4II Hi 
Das Plasmid pHEN4II Hi basiert auf dem pHEN1-Phagemid (Hoogenboom, Griffiths et al. 
1991). Der daraus abgeleitete pHEN4II Vektor (Zhang, Schillberg et al. 2001) verfügt 
zusätzlich über einen integrierten modifizierten 218*- Oligopeptidlinker, basierend auf dem 
218-Linker nach Whitlow (Whitlow, Bell et al. 1993), und ermöglicht eine schrittweise 
Klonierung der variablen Domäne der schweren Kette (VH) und der leichten Kette (VL) zum 
scFv. Als weitere Modifikation wurde ein His6-„tag“ zwischen c-myc-„tag“ und dem Gen III 
eingefügt (Peschen 2002) um eine Aufreinigung von exprimiertem scFv mit Hilfe einer 
NiNTA-Affinitäts-Chromatographie vornehmen zu können.  
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II.1.6 Primer für die VH- und  VL-Amplifikation und scFv Sequenzierung 
Alle Primer wurden von der Firma MWG-Biotech synthetisiert und mittels HPLC gereinigt. 
Zur Lagerung wurde eine 100 µM wässrige Lösung bei -70°C aufbewahrt, aus der die 
jeweilige Arbeitskonzentration hergestellt wurde. Alle Primer sind gesondert im Anhang 
aufgeführt. 
Zur Amplifikation der für die variablen Domänen der schweren und der leichten 
Antikörperkette kodierenden DNA-Abschnitte wurde die Gesamt-RNA aus den Milzzellen 
immunisierter Tiere mittels isotypspezifischen (CH1 oder CL1) oder Oligo-dT-Primern in 
cDNA transkribiert. Anschließend wurden die variablen Regionen der leichten und der 
schweren Antikörperkette mit einem Primersatz spezifisch amplifiziert, der von Naehring 
(Naehring 1999) abgeleitet wurde. 
Zur Sequenzierung rekombinanter scFv wurden die pHEN-Primer Nr. 8 und 9 verwendet, die 
in  der pelB bzw. in der  c-myc-Sequenz des Vektors hybridisieren. 
 
II.1.7 Häufig verwendete Puffer, Lösungen und Medien 
Alle Standard-Lösungen, -Puffer und -Medien wurden nach (Sambrook, Fritsch et al. 1996), 
(Ausubel, Brent et al. 1994) und (Coligan, Kruisbeek et al. 1998) hergestellt. Spezielle 
Lösungen oder optimierte Puffer sind am Ende der jeweiligen Methode aufgeführt. Die 
Lösungen wurden durch Autoklavieren (25 min/121°C/2 bar) sterilisiert. Nicht thermostabile 
Komponenten wurden sterilfiltriert (0,2 µm). Alle Angaben beziehen sich auf 1l Lösung. 
10x PBS: (pH=7,4) 
1,37M NaCl  
27mM KCl  
81mM Na2HPO4 x 12H2O   
15mM KH2PO4 
Medienzusätze:  
100 µg/ml Ampizillin 
25 µg/ml Kanamycin 
15 µg/ml Tetracyclin 
1,6% (w/v) Agar 
PBST: 
1x PBS (pH=7,4) 
Tween 20   0,05% (w/v) 
PEG / NaCl:  
20% (w/v) PEG-6000  
2,5 M NaCl 
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2xTY (pH=7,4) 
0,5 % (w/v) NaCl 
1,6 % (w/v)  Baktopepton 
1,0 % (w/v)  Hefeextrakt 
LB (pH=7,0) 
1,0 % (w/v)  NaCL 
1,0 % (w/v)  Bactopepton 
0,5 % (w/v)  Hefeextrakt 
1% BSA (Blockierungslösung) 
1x PBS 
1% (w/v) BSA (bovine serum albumin, 
fractionV) 
Blotting-Puffer 
25 mM Tris-HCl, pH=8,3 
192mM Glyin 
20% (v/v) Methanol 
AP-Puffer  
100mM Tris-HCl, pH=9,6 
100mM NaCl 
5mM MgCl2 
Substrat für alkalische Phosphatase 
BCIP-Stammlösung (5%) 100mg in 2ml 
DMF reuspendieren 
NBT-Stammlösung (5%) 100mg in 2ml 70% 
DMF lösen 
BCIP 0,005% (w/v) in 10ml AP-Puffer lösen 
NBT 0,0025% (w/v) in 10ml AP-Puffer lösen 
5x SDS-PAA-Laufpuffer 
125mM Tris-HCl 
960mM Glycin 
0,5% (w/v) SDS 
Coomassie Färbelösung 
0.25%  (w/v)  Coomassie Brilliant blue G-250
50% (v/v) Methanol 
9% (v/v) Essigsäure (Eisessig) 
2% (v/v) Trichloressigsäure 
Coomassie Entfärbelösung 
5% (v/v) Methanol 
7,5% (v/v) Essigsäure 
10x TBE-Elektrophoresepuffer (pH=8,3) 
900mM Tris Base 
900mM Borsäure 
25mM EDTA Dinatriumsalz 
PEG/NaCl 
20% (w/v) PEG-6000 
2,5 M NaCl 
NZY-Medium (pH 7,5) 
0,5 % (w/v)  NaCl 
1,0 % (w/v)  Casein Hydrolysat 
0,2 % (w/v)  MgSO4 x 7H2O 
0,5 % (w/v)  Hefeextrakt 
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II.1.8 Geräteliste 
Zentrifugen: AvantiTM30 (Beckman); Biofuge A (Heraeus), Eppendorf-Tischzentrifuge 
(Eppendorf), Sigma 3-10 (Sigma), Suprafuge 22 (Heraeus); Rotoren: F0650, F2402 
(Beckman), Sigma 11222 (Sigma), GS-3, R22.50, SS34 (DuPont), R12.50; 
Zentrifugenbecher aus Polypropylen oder Polyacetat mit Schraubverschlüssen 
Agarose Gelelektrophorese: Elektrophoresekammern, Gelträger, Probenkämme, Netzteile und 
weiteres Zubehör (Biorad)  
Polyacrylamid Gelelektrophorese:  Mini-Protean II (Biorad), XCell II Blot Module 
(Invitrogen) 
UV-Transilluminator: Wellenlänge 302 nm (Bachhofer)  
Photodokumentation: Video-Dokumentationssystem (Herolab) 
PCR-Thermocycler: Primus 96 Plus (MWG-Biotech), PTC200 Gradient (MJ) 
Elektrotransformation: „Gene Pulser II“ (Biorad) 
Automatische Sequenziermaschinen: „ABI Prism 3700“ Kapillar-Sequenzierer 
Photometer: Zweistrahl-Spektrophotometer Uvikon 930 (Kontron), Biophotometer 
(Eppendorf) 
Inkubatoren: InnovaTM 4340 (New Brunswick Scientific), 37°C Inkubator (Heraeus) 
Mikroskop: Fluoreszenz-Mikroskop (Zeiss) 
Robotik: Q PIX II (Genetix), Biomek 2000 (Beckmann-Coulter) 
FACS: FacsCalibur (Becton&Dickinson) 
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II.2 Molekularbiologische Methoden 
II.2.1 Genehmigung der gentechnischen Arbeiten S1 
Alle gentechnologischen Arbeiten wurden nach S1-Richtlinien durchgeführt und waren durch 
das Regierungspräsidium des Landes NRW sowie vom BGA genehmigt (64-K-1.19/01). 
II.2.2 Transformation, Selektion und Charakterisierung rekombinanter 
Bakterien 
II.2.2.1 Anzucht von E. coli 
Die Anzuchtbedingungen für den jeweiligen Stamm sind in der folgenden Tabelle 
zusammengefasst. 
Stamm Agar(-platten) zur 
Stammhaltung 
Medium zur Anzucht vor 
Phageninfektion 
Agar(-platten) für 
Exzision 
DH5α  LB _ _ 
TG1 MM/M9 2xTY _ 
XL1Blue MRF´ LB-Tetracyclin LB (0,2%w/v Maltose, 
10mM MgSO4) 
_ 
XLOLR LB-Tetracyclin NZY LB-Kanamycin 
 
II.2.2.2 Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen 
Von einer frisch ausgestrichenen Stammhaltungsplatte wurde eine Kolonie für eine 5ml über 
Nacht-Kultur angeimpft. Die Hauptkultur (1l LB-Medium) wurde im Verhältnis 1:100 mit der 
ü.N. Kultur angeimpft und bis zu einer E600nm von 0,5-0,8 bei 37°C bei 250 Upm wachsen 
gelassen. Die Kultur wurde zentrifugiert (10 min, 4000g, 4°C) und das Bakterienpellet 
zweimal in 250 ml eiskaltem sterilen MilliQ-H2O und einmal in 250ml 10% (v/w) Glycerin 
gewaschen (resuspendiert und erneut zentrifugiert). Nach dem letzten Waschschritt wurde das 
Pellet in 50ml 10%(w/v) Glycerin resuspendiert und anschließend 20 min auf Eis stehen 
gelassen. Nach einem letzten Zentrifugationsschritt (20 min, 2000g, 4°C) wurde der 
Überstand vorsichtig abgegossen und die Zellen in 2 ml 10% Glyzerin vorsichtig 
resuspendiert. Die Zellen wurden in 40µl Portionen abgefüllt und nach Schockgefrieren in 
flüssigem N2 bei –80°C gelagert. Die Transformationseffizienz der Bakterien pro 
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Mikrogramm Plasmid-DNA wurde anschließend durch Transformation 40µl frischer 
elektrokompetenter Zellen mit 10 pg pUC18 Vektor (Stratagene) getestet. 
II.2.2.3  Elektrotransformation 
Zur Elektrotransformation (Dower, Miller et al. 1988) wurde die salzfreie Plasmid-DNA 
(II.2.2.1) oder ein Ligationsansatz (II.2.2.7) mit 40 µl elektrokompetenten Zellen (II.2.2.2) 
gemischt und mit dem „Gene Pulser II“ der Firma Biorad nach Herstellerangaben (1,7 kV, 
200  Ω, 25 µF) elektroporiert. Zur Regeneration der transformierten Zellen wurde der 
Transformationsansatz im 1ml SOC-Medium aufgenommen und 1 Stunde bei 37°C 
regeneriert. Nach dem Abzentrifugieren der Zellen wurden diese auf Agarplatten mit 
entsprechendem Selektionsmedium ausplattiert und anschließend ü.N. bei 37°C inkubiert.  
II.2.2.4  Charakterisierung rekombinanter Bakterien 
Die Transformationseffizienz konnte durch Auszählen der Transformanden auf 
Selektivnährböden aus der Anzahl der Transformanden je µg eingesetzter Plasmid-DNA 
bestimmt werden. Zur raschen Identifizierung der gesuchten erfolgreich transformierter 
Bakterien wurde die Alkalische Lyse (II.2.3.1) angewandt. Die isolierte Plasmid-DNA wurde 
restringiert und in einem 0,8% (w/v) Agarosegel (II.2.3.3) zusammen mit einem 
Größenmarker pherographiert.  
Als weitere schnellere Methode zur Charakterisierung von Transformanden wurde eine 
(Kolonie-) PCR (II.2.3.8) durchgeführt. Hierbei wurden Bakterien einer Kolonie in einem 
fertigen PCR-Mix resuspendiert und anschließend eine (Kolonie-)PCR (II.2.3.8) mit 30 
Zyklen durchgeführt. Alternativ wurde auch die mit der Alkalischen Lyse gewonnene DNA in 
der PCR eingesetzt. Das PCR-Produkt wurde anschließend in einem 1,5%(w/v) Agarosegel 
pherographiert.  
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II.2.3 DNA und RNA Techniken 
II.2.3.1 Isolierung von Plasmid-DNA 
Plasmid-DNA wurde mit zwei verschiedenen Methoden aus rekombinanten E. coli präpariert. 
Für die Schnell-Präparation wurde die Alkalische Lyse gewählt (Ames, Profet et al. 1990), 
die eine gleichzeitige Bearbeitung einer großen Zahl verschiedener rekombinanter Klone 
erlaubt. Für die Großpräparation und die Präparation von DNA zur Sequenzierung wurden 
Kits der Firma Qiagen mit verschiedenen Bindungskapazitäten nach Herstellervorschrift 
verwendet. 
II.2.3.2 Restriktion und Fällung von DNA 
Enzymatische Restriktionen wurden unter den nach Herstellerangaben optimalen 
Bedingungen durchgeführt. In der Regel wurde 1 µg DNA mit 1-2 Units der entsprechenden 
Restriktionsendonukleasen bei optimaler Temperatur inkubiert. Bei gleichzeitigem Verdau 
mit zwei Enzymen wurden die Pufferbedingungen so gewählt, dass für beide Enzyme 
möglichst optimale Bedingungen gegeben waren. Wenn ein gleichzeitiger Verdau mit zwei 
Enzymen aufgrund der Pufferung nicht möglich war, wurde die DNA nach der ersten 
Restriktion mittels des „PCR Purification“ Kits der Firma Qiagen nach Herstellerangaben 
gereinigt und anschließend mit dem zweiten Enzym geschnitten. Die Reaktion wurde, wenn 
möglich, durch Hitzeinaktivierung nach Herstellerangaben gestoppt (Ausubel, Brent et al. 
1994). Zur Aufreinigung und  zum Stoppen von Restriktionen wurde die Plasmid-DNA durch 
Zugabe von  300 mM NaAc (pH 5,2) und 2,5 vol. abs. Ethanol und Lagerung für 30 min bei -
20°C gefällt und 10 min bei 4°C und 13000g pelletiert. Anschließend wurde das DNA-Pellet 
mit 70% (v/v) Ethanol (RT) gewaschen, luftgetrocknet und in 10 mM Tris-HCl (pH 8,5) oder 
einem entsprechenden Reaktionspuffer resuspendiert. 
II.2.3.3 Analytische Gelelektrophorese von DNA und RNA 
DNA (II.2.3.1) und DNA-Fragmente (II.2.3.2) wurden auf 0,8-4,0% (w/v) Agarosegelen unter 
Zusatz von Ethidiumbromid (0,1 µg/ml) in verschiedenen Horizontalgelapparaturen im TBE-
Puffersystem elektrophoretisch aufgetrennt (Sambrook, Fritsch et al. 1996)]. Als 
Längenstandard diente Pst I-geschnittene Lambda-DNA sowie eine 2 Log Leiter (New 
England Biolabs). Nach Beendigung der Pherographie wurden die DNA-Banden auf einem 
UV-Transilluminator bei einer Wellenlänge von 302 nm visualisiert. Die Dokumentation der 
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Banden erfolgte mit einem Videodokumentationssystem der Firma Herolab unter 
Verwendung der Software „Easy Quant“. 
Die Elektrophorese von Gesamt-RNA (II.2.3.10) erfolgte ebenfalls nach Sambrook et 
al.(1996). Zusätzlich wurde ein Protokoll aus dem „Oligotex“ mRNA Kit Handbuch 
(06/2001) verwendet, welches eine längere Stabilität der RNA während der Elektrophorese 
garantierte. 
II.2.3.4 Präparative Agarosegelelektophorese und DNA-Isolierung 
Zur Isolierung von DNA-Fragmenten nach erfolgter Restriktion (II.2.3.2) oder Reinigung 
dephosphorylierter Vektor-DNA (II.2.3.7) wurde die DNA-Bande direkt auf dem 
Transilluminator ausgeschnitten und aus der Agarose mittels Qiaex-Kit der Firma Qiagen 
nach Herstellerangaben wiedergewonnen. Die Ausbeute wurde mittels einer analytischen 
Elelektrophorese (II.2.3.3) überprüft. 
II.2.3.5 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA 
Die Konzentration isolierter, und gereinigter DNA (II.2.3.1) wurde unter Zuhilfenahme des 
molaren Extinktionskoeffizienten Ε260nm 1, entspricht 50 µg/ml doppelsträngiger DNA und 
Ε260nm 1, entspricht 40 µg/ml RNA ermittelt (Sambrook, Fritsch et al. 1996). Eine 
Abschätzung der DNA-Konzentration  konnte  über eine  analytische Gelelektrophorese 
(II.2.3.3) der entsprechenden Probe zusammen mit einem Größenmarker definierter 
Konzentration vorgenommen werden.  
II.2.3.6 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA 
Zur Vermeidung von Religationen der restringierten Vektor-DNA wurden die 5´-terminalen 
Phosphatgruppen mit dem Enzym „Calf intestine phosphatase“ (CIP) der Firma NEB 
entfernt. Restringierte Vektor-DNA (II.2.3.2) wurde nach der CIP-Behandlung gereinigt 
(II.2.3.4/ II.2.3.2) oder gegebenenfalls mit Ethanol gefällt (II.2.3.2). Die Effizienz der 
Dephosphorylierung  wurde durch Ligation je 1 ng unbehandelter bzw. dephosphorylierter 
geschnittener Vektor-DNA und anschliessender Transformation von kompetenten E. coli 
überprüft (Sambrook, Fritsch et al. 1996). 
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II.2.3.7 Ligation 
Für die „sticky-end“ - Ligation wurde Insert-DNA (II.2.3.4) nach erfolgter Restriktion 
(II.2.3.2) zu Vektor-DNA im Verhältnis von 1:1 bis 3:1 eingesetzt und unter optimalen 
Pufferbedingungen 16 h bei 16°C  oder 1h bei 25°C in Gegenwart T4-DNA-Ligase (NEB) 
ligiert (Sambrook, Fritsch et al. 1996).  
II.2.3.8 Polymerase Chain Reaction (PCR) 
Zur Amplifizierung von cDNA- und DNA-Abschnitten sowie zum raschen und sicheren 
Nachweis eines bestimmten Bereiches rekombinanter DNA innerhalb eines gentechnisch 
manipulierten Organismus hat sich die „polymerase chain reaction“ (PCR) (Saiki, Gelfand et 
al. 1988) als äußerst hilfreiche Methode erwiesen. Bei dieser Reaktion wird ein Bereich der 
DNA, der zwischen zwei flankierend bindenden, einzelsträngigen Oligonukleotidprimern 
liegt, mit Hilfe einer thermostabilen DNA-Polymerase in Zyklen amplifiziert.  Die aus dem 
Bakterium Thermus aquaticus isolierte DNA-Polymerase wird als Taq-DNA-Polymerase 
bezeichnet.  Ein typischer PCR-Reaktionsansatz enthält die zu amplifizierende DNA das 
sogenannte Template, Oligonukleotidprimer, die vier Desoxyribonukleotidtriphosphate, 
Puffer und Salze. Die Primer binden jeweils an ihrem komplementären Strang der DNA, 
wobei die 3´-OH-Enden so zueinander orientiert sind, dass sie den zu amplifizierenden 
Bereich flankieren. Die an die denaturierte DNA gebundenen Primer werden, von ihren 3´-
Enden, ausgehend durch die Taq-DNA-Polymerase verlängert, und durch mehrfache 
Wiederholung des PCR-Zyklus wird der zwischen den Primern liegende DNA-Abschnitt 
vervielfältigt. Durch die Zugabe von Primern im Überschuss und aufgrund der Tatsache, dass 
jeder vervielfältigte DNA-Abschnitt im nächsten PCR-Zyklus wiederum selbst als Template 
fungiert kommt es zu einer annähernd exponentiellen Vermehrung der Zielsequenz. 
Die Durchführung der PCR-Reaktionen erfolgte nach AUSUBEL et al. (Ausubel, Brent et al. 
1994).  Die Puffer, Lösungen und Taq-DNA-Polymerase wurden vom Hersteller (Invitrogen) 
gebrauchsfertig bezogen. Der fertige PCR-Mix durchlief in einem PCR-Thermocycler ein 
zuvor eingegebenes Programm. Ein typisches PCR-Programm sah wie folgt aus: 
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Pipettierschema zur Durchführung der PCR 
10xPCR-Puffer (Taq-Puffer)           5 µl 
dNTP-Mix, (10 mM)         0,5 µl 
MgCl2 -Puffer       1,5-3µl 
„forward“-Primer (10 pmol/µl)          1 µl 
„backward“-Primer (10 pmol/µl)          1 µl 
Proben-DNA (10-500 ng)           x µl 
Taq-DNA-Polymerase (5 U/µl)       0,2 µl 
Wasser      ad 50 µl 
1 Denaturierung:  5 min 95°C 
2 Denaturierung 1min 95°C 
3 Annealing: 1min 55-65°C 
4 Synthese: 1min 72°C 
5 Auffüllen 10min 72°C 
 
Die Schritte 2 bis 4 bildeten einen Zyklus, der je nach PCR-Programm 25-40 mal wiederholt 
wurde. Nach Abschluss der Reaktion wurden 5-10µl direkt auf einem Agarosegel aufgetrennt 
und dokumentiert (II.2.3.3). 
II.2.3.9  Sequenzierung von DNA 
Alle Sequenzierungen erfolgten nach der von (Sanger, Nicklen et al. 1977) beschriebenen 
Kettenabbruch-Methode. Sie beruht auf dem zufälligen Einbau eines von vier 2´,3´-
Didesoxyribonukleotiden in eine vorgelegte DNA und dem darauf folgenden statistischen 
Kettenabbruch aufgrund der fehlenden Hydroxylgruppe am 3´-Ende während der 
Polymerisierungsreaktion. Die Plasmid-DNA wurde mit Hilfe eines Plasmidisolationskits der 
Firma Qiagen isoliert (II.2.2.1). Nach der Konzentrations- und Qualitätsbestimmung der DNA 
(II.2.3.5/ II.2.3.3) wurde die DNA direkt für die Sequenzierung benutzt. Sequenzierreaktionen 
wurden mit dem Thermosequenase-Kit der Firma USB/Amersham durchgeführt, das für die 
Kettenverlängerung eine modifizierte Taq-DNA-Polymerase zur unidirektionalen 
Amplifikation unter gleichzeitiger Didesoxyterminierung benutzt. Alle Sequenzierungen 
wurden mit floureszenzmarkierten Didesoxynukleotiden („Big Dye Termination“ Kit) 
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durchgeführt und anschließend in einem ABI Prism 3700 Sequenzierer analysiert. Die 
Nukleotidsequenzen isolierter Klone wurden mit Hilfe der im Internet durch das National 
Center of Biotechnology (NCBI, USA) bereitgestellten Möglichkeiten der DNA-Analyse 
(BLAST) untersucht [http://www.ncbi.nlm.nih.gov].  
II.2.3.10 Gesamt-RNA-Präparation aus Milz-Zellen 
Immunisierte BALB/c Mäuse  (II.5.1) wurden mit Isofluran (Baxter Ag) getötet. In einer 
„Laminar Flow“ Sterilbank ohne Lüftung wurde die Milz mit sterilem Sezierbesteck 
entnommen, in mehrere Stücke zerteilt und direkt in 5ml TRIzol-Reagenz (Invitrogen) 
aufgenommen. Die Milz wurde im Trizol-Reagenz mit Hilfe eines Rotor-Stator-
Homogenisierers ca. 1 min homogenisiert. Anschließend wurde nach dem Protokoll des 
Herstellers (Invitrogen)  verfahren. Die so aufgereinigte RNA wurde in Wasser resuspendiert 
und anschließend in 500µl  TRIzol ein weiteres Mal aufgereinigt. Die so gewonnene Gesamt-
RNA zeichnet sich, im Vergleich zur RNA nach der ersten Extraktion durch hohe Reinheit 
und Stabilität aus. Die Reinheit, Konzentration und Integrität wurden anschließend durch eine 
Gelelektrophorese (II.2.3.3) getestet. Aus einer Milz konnten zwischen 2 und 5µg Gesamt-
RNA isoliert werden, die, sofern sie nicht direkt in cDNA umgeschrieben wurde, in 10µl 
Aliquots (in H2O) bei  –80°C gelagert wurde und so mindestens 6 Monate stabil war. 
Zur Isolierung der mRNA wurde ein Aliquot Gesamt-RNA auf Eis aufgetaut und die mRNA 
mit dem „Oligotex“ mRNA Kit nach Herstellerangaben (Qiagen) aufgereinigt. Das Kit beruht 
auf der spezifischen Bindung der polyadenylierten mRNA an einer Oligo-dT Matrix, welche 
nach dem Entfernen der restlichen RNA-Spezies hochrein und in hoher Konzentration von der 
Matrix eluiert werden konnte.  
II.2.3.11  Erststrang-cDNA-Synthese, RT-PCR und  Klonierung in  pHEN4II Hi 
Die in der Gesamt-RNA enthaltene mRNA  (II.2.3.10) wurde mit Hilfe von genspezifischen 
Primern (GSP) (für VH-Amplifikation) oder Oligo-dT-Primern (VL-Amplifikation) und dem 
„First Strand cDNA Synthesis” Kit von Invitrogen nach dem Protokoll des Herstellers in 
cDNA umgeschrieben.  
Die verwendeten genspezifischen cDNA-Primer (VIII.2.1) zur Amplifikation der VH-
Fragmente (COH 30 und  COH 32) und der VL –Fragmente (Mu PD 31 und Mu PD 32) lagen 
in einer Konzentration von 30 pmol/µl vor und wurden in einem Maßstab von 50-90 pmol 
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eingesetzt. Wegen der teilweise schlechten Ergebnisse bei der VL-Amplifikation  mit den GSP 
wurde hier der im Kit befindliche Oligo-dT Primer zur cDNA-Synthese verwendet.  
Die somit erhaltenen cDNA Einzelstränge der VH- und VL-Regionen wurden anschließend 
mit VH- und VL-spezifischen Primern (VIII.2.2) in getrennten PCR-Reaktionen (II.2.3.8) 
amplifiziert. Die Ergebnisse der PCR wurden durch Gelelektrophorese (II.2.3.3) von 5-8µl 
des jeweiligen PCR-Ansatzes überprüft. Die PCR-Amplifikate für die VH beziehungsweise 
die VL wurden zusammengeführt und anschließend mit dem „PCR-Purification“-Kit von 
Qiagen nach Herstellerangeben aufgereinigt. Die VH-Fragmente wurden mit den 
Restriktionsendonukleasen SfiI und BstEII, die VL-Fragmente wurden mit den Enzymen AscI 
und NotI geschnitten. Die so geschnittenen PCR-Fragmente wurden in einem  Agarosegel 
(II.2.3.4) aufgetrennt, die entsprechenden VH- und VL-Banden aus dem Gel ausgeschnitten 
und die DNA mit dem „Gel Purification Kit“ von Qiagen nach den Angaben des Herstellers 
aus dem Gel aufgereinigt. Die so geschnittenen PCR-Fragmente wurden in geeignet 
geschnittenen und dephosphorylierten (II.2.3.6) pHEN4II Hi-Vektor mit dem integriertem 
218*-Linker ligiert (II.2.3.6). Typischerweise wurden 120ng Insert und 60ng geschnittener 
Vektor in 25µl Ligationsvolumen für 1 Stunde bei 25°C ligiert: 
  VH/VL-Fragmente         120ng 
  pHEN4II Hi Vektor         60ng 
  10xLigase-Puffer         2,5 µl 
  T4-DNA-Ligase  (400U/µl)          0,5µl 
  ddH2O           ad 25 µl 
Ligase-Puffer und T4-Ligase wurden gebrauchsfertig vom Hersteller (NEB) bezogen.  
Nach Inaktivierung der Ligase für 20 min bei 65°C wurde der Ligationsansatz mit Hilfe einer 
Dialysemembran (Millipore) auf ddH2O für 1h bei Raumtemperatur entsalzt. 2-5µl des 
entsalzten Ansatzes wurden auf Eis mit elektrokompetenten E.coli XL1blue MRF´gemischt 
und bei 1,7 kV elektroporiert. Die transformierten Bakterien wurden nach Zugabe von 2xTY-
Medium 1h bei 37°C regeneriert. Die regenerierten Bakterien aus 2 Ligationsansätzen wurden 
auf großen 25x25cm Platten mit Selektivnährboden ausplattiert (II.2.1.3). Nach einer 
Inkubation über Nacht bei 37°C wurde die Transformationseffizienz und die 
Ligationseffizienz bei ausgewählten Bakterienkolonien getestet (II.2.1.4). 
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II.2.3.12 Herstellung einer „Phage-Display“-Phagenbibliothek  
Wie in II.2.3.11 beschrieben wurden die VH- und die VL-Antikörperfragmente zunächst 
getrennt in den Vektor pHEN4II Hi kloniert. Für jede der Teilbibliotheken wurden jeweils 
insgesamt 1µg geschnittener Vektor mit 2µg geschnittenem Insert ligiert. Das entsprach ca. 
106 separaten Bakterienklonen bei der VH- und ca. 105 Klonen bei der VL –Teilbibliothek. Die 
Bakterienklone wurden von den 25x25cm Agarplatten mit 2-3 ml 2xTY-Medium 
abgewaschen und vereinigt. Aus dem Bakterienpellet wurde anschließend mit einem Plasmid 
Maxi-Kit der Firma Qiagen die Plasmid-DNA gewonnen (II.2.3.1). Die VH-Fragmente aus der 
entsprechenden Teilbibliothek wurden mit den Restriktionsenzymen SfiI und BstEII 
ausgeschnitten (II.2.3.2), über Gelelektrophorese aufgereinigt (II.2.3.4) und in den 
entsprechend geschnittenen Vektor aus der VL-Teilbibliothek ligiert (II.2.3.6). Das 
Ligationsprodukt wurde wie in II.2.3.12 beschrieben in elektrokompetente E.coli XL1blue 
MRF´ transformiert. 
II.2.3.13 BstNI-Fingerprinting 
Das Restriktionsenzym BstNI wurde zur Charakterisierung verschiedener amplifizierter 
Antikörpergene eingesetzt. Dieses Enzym schneidet relativ häufig innerhalb der 
Antikörpersequenzen, wodurch nach der Elektrophorese des Verdaus der 
Antikörperfragmente ein spezifisches Bandenmusters („Fingerprinting“) entsteht. Diese 
Methode wurde zur primären Evaluierung der mittels „Phage Display“ isolierten scFv 
entwickelt (Marks, Hoogenboom et al. 1991; Hoogenboom, Allen et al. 1996)]. Dazu wurden 
500 ng PCR-amplifizierte scFv-Fragmente mit 20 Units BstNI 2h bei 60°C nach 
Herstellerangaben restringiert. Die erhaltenen Fragmente wurden anschließend auf einem 
3% (w/v) Agarosegel aufgetrennt (II.2.3.3) und die Bandenmuster miteinander verglichen. 
Diese Methode wurde nicht nur zur Überprüfung des Erfolges des „Pannings“ bei der  „Phage 
Display“ Methode (II.6.4) angewandt, sondern diente auch zur Abschätzung der Diversität der 
primären scFv-Bibliothek. 
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II.3 Gewinnung und Behandlung pilzlicher Sporen und Antigene  
II.3.1 Gewinnung von V. inaequalis  Ascosporen, Konidien und Myzel 
Die Anzucht von Venturia inaequalis-Myzel und -Konidien , sowie die Gewinnung von 
Ascosporen aus befallenen Apfelblättern wurde von Michael Dohmen (Dohmen 2000)und 
von Dipl. Biol. Andreas Wolters im Rahmen seiner Doktorarbeit beschrieben (Wolters 2003). 
Ascopsoren und Konidien wurden, aufgereinigt und in Wasser mit 0,1% (w/v) Zimtsäure bei 
–20°C eingefroren von A. Wolters bezogen. Myzel wurde frisch aus einer Immersionskultur 
gewonnen.  
Der Pilz Venturia inaequalis   (Cke.) Wint.  (sexuelles Stadium) ist ein obligat biotroph 
wachsender Pilz, der nur sehr schwierig unter Laborbedingungen in Kultur zu nehmen ist. 
Zudem wächst der Pilz im Labor als Anamorph (Spilocea pomi Fr.) und produziert nur 
Konidien (asexuelles Stadium). 
Die für die Immunisierung benötigten Ascosporen werden vom Pilz unter Laborbedingungen 
quasi nicht gebildet, sie können nur aus bereits befallenen Apfelblättern gewonnen werden.  
Befallene Blätter wurden in der Versuchsplantage Höfchen in Burscheid (Bergisches Land) 
der Firma Bayer AG gesammelt. Im Herbst, zu Beginn des Blattfalls, wurden mit Venturia 
inaequalis  befallene Blätter von nicht mit Fungiziden behandelten Apfelbäumen (Malus x 
domestica Borkh.) der Sorte „Golden Delicious“ und ausgesuchten anderen Apfelsorten 
gesammelt und anschließend unter Freilandbedingungen bis zum Frühjahr aufbewahrt (Kollar 
1998). Die so gelagerten Blätter wurden ab Ende Februar auf die Reife der vom Pilz 
gebildeten Fruchtkörper (Pseudothezien) untersucht. Von einem bestimmten Reifestadium ab 
konnte man das aktive Ausschleudern der Ascosporen aus den Fruchtkörpern beobachten. Ab 
diesem Zeitpunkt wurden größere Mengen der überwinterten Blätter angefeuchtet, in großen 
Petrischalen (25x25cm) ausgelegt und bei geschlossenem Deckel unter Kunstlicht 
(Quecksilberdampflampe) 2-3 Stunden inkubiert. In der gesättigten Wasserdampfatmosphäre 
wurden die Ascosporen aus den reifen Pseudothezien bis an den Deckel der Petrischale 
ausgeschleudert und konnten mit destilliertem Wasser abgespült werden. Während der 
Versuche zeigte sich, dass vorheriges Besprühen des Petrischalendeckels mit einer  1% 
ethanolischen Zimtsäurelösung eine vorzeitige Keimung der Ascosporen auf dem Deckel 
bzw. während der anschließenden Aufreinigungsschritte verhinderte. Die vom Deckel der 
Petrischale abgewaschenen Ascosporen konnten durch eine Zentrifugation konzentriert 
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werden und anschließend in 10mM Zimtsäure enthaltendem destillierten Wasser kurzfristig 
bei 4°C (Stensvand 1997) oder bei –20°C eingefroren werden. Die so gelagerten Ascosporen 
können bis zu 2 Jahren ohne wesentliche beobachtbare Veränderungen aufbewahrt werden 
(Turner, Wells et al. 1994).  
Myzel und Konidien von Venturia inaequalis  wurden nach der von Roberts (Roberts, 
Hathaway et al. 1993) bzw. Parker (Parker, Hilber et al. 1995) beschriebenen Methode 
gewonnen. Die Venturia -Stämme wurden einerseits von Prof. Dr. Matthias Hahn (Universität 
Kaiserslautern) und andererseits von der Bayer AG (Leverkusen) als Reinkulturen bezogen. 
II.3.2 Herstellung von Zellwandfragmenten aus Ascosporen  
Zur Herstellung von Zellwandfragmenten aus Ascosporen aus V. inaequalis wurden 1-2 Mio. 
Sporen zweimal mit PBS gewaschen (pelletieren der Sporen bei 15000g, 5min; 
resuspendieren in 1ml PBS) und zusammen mit 100µl PBS in einen 1,5 ml Eppendorf Gefäß 
gegeben.  Mit einem exakt in das Innere des Gefäßes passenden Edelstahlmörser wurden die 
Sporen durch drehen des Mörsers zwischen Gefäßwand und Mörser mechanisch zerkleinert. 
Das Gefäß wurde hierbei gekühlt. Der Grad der Zerkleinerung der Ascosporen wurde unter 
dem Mikroskop verfolgt. Waren nur noch unter 5% ganze Sporen im Mikroskop zu sehen, 
wurden die übriggebliebenen Zellwände in 1ml kaltem PBS aufgenommen und 10 min bei 
4°C bei maximaler Geschwindigkeit in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert und der 
Überstand vorsichtig abgesaugt. Dieser Schritt wurde zweimal wiederholt. Die 100.000 
ganzen Sporen entsprechenden Zellwandfraktionen wurden sofort zur Immunisierung von 
Mäusen (II.4) eingesetzt. 
II.3.3 Herstellung von Extrakten aus Ascosporen, Konidien und Myzel 
Nach der bei Ruiz-Herrera (Ruiz-Herrera, Martinz et al. 2002) beschriebenen Methode 
wurden 300.000 Venturia inaequalis  Ascosporen, Konidien und das entsprechende Volumen 
(Pelletvolumen) an Venturia Myzel, sowie Verticillium dahliae  (Dorfmüller 2002) Sporen für 
10min bei 100°C in 100µl einer 2% (w/v) SDS-Lösung gekocht. Nach dem Abzentrifugieren 
der nicht gelösten Komponenten wurden 25µl des Überstandes direkt für eine SDS-PAGE 
(II.2.7.5) genutzt.  
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II.3.4 PNGase F-Behandlung der Sporenoberfläche 
Die Behandlung mit PNGase F (NEB, Schwalbach) diente der Entfernung von N-gebundenen 
Zuckern an Glykoproteinen. Das Enzym, eine N-Glukosidase, ist eine Amidase, die Mannose-
Oligomere, sowie Hybride und komplexe Oligosaccharide in der Regel zwischen einem N-
Acetyl-Glukosamin und einem Asparagin des Proteingrundgerüstes spaltet. Etwa 100.000 
Venturia inaequalis  Ascosporen wurden zusammen mit 500 Units PNGaseF in 200µl PBS 
für 2 Stunden bei RT inkubiert und anschließend 3 mal in PBS gewaschen. 
II.3.5 Lectinbehandlung der Sporenoberfläche 
Das Lectin Concanavalin A (ConA), isoliert aus Canavalia ensiformis (Schwertbohne), 
besteht aus vier Untereinheiten und hat ein  Molekulargewicht von 102 kDa. Das Tetramer 
bindet jeweils vier Mn2+-Ionen und hat vier Bindungsstellen für Zucker (Becker, Cunningham 
et al. 1983). Es erkennt spezifisch alpha-D-Glukose- und alpha-D-Mannose-
Zuckeruntereinheiten. Konjugate von Lectinen mit Fluoreszenzfarbstoffen dienen zur 
Detektion von Glycokonjugaten (Glycoproteinen) auf der Oberfläche pilzlicher Zellen 
(Hardham and Mitchell 1998). Con A, gekoppelt mit Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) diente 
in dieser Arbeit zur Markierung von Venturia inaequalis  Ascosporen für die 
Fluoreszenzmikroskopie (II.9) und Durchflusszytometrie (II.7.8). Reines ConA diente zur 
Charakterisierung antigener Komponenten auf der Oberfläche von Ascosporen zur 
Absättigung von  alpha-D-Glukose und alpha-D-Mannose Zuckeruntereinheiten. Das ConA 
wurde nach Anleitung des Herstellers (Sigma) in 1xPBS mit 10mM MnCl2 und 10mM MnCl2 
mit einer Konzentration von 1mg/ml gelöst. 
 
II.4 Immunisierung von Mäusen und Herstellung monoklonaler 
Antikörper 
Für die Immunisierung wurden ca. 70 Tage alte, weibliche BALB/c Mäuse verwendet. Nach 
der Entnahme von Blut zur Gewinnung von Präimmunserum wurden die Mäuse analog zu der 
bei Wakeham (Kennedy, Wakeham et al. 1999) beschriebenen Methode immunisiert. Je drei 
Mäuse wurden mit den ganzen Venturia inaequalis -Ascosporen (100.000) immunisiert, 
während drei weitere Mäuse nur die Zellwandfraktionen der Ascosporen injiziert bekamen. 
Die 100.000 Spore bzw. die daraus gewonnenen Zellwandfraktionen wurden in 200µl PBS 
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resuspendiert, mit 80µl GERBU MM Adjuvants (Gerbu, Heidelberg) gut gemischt und 
anschließend subcutan injiziert. Booster-Immunisierungen wurden jeweils in zwei Wochen- 
Abständen gegeben, wobei die Menge des Adjuvants beim ersten Boost auf 40µl je Maus 
verringert wurde und bei den weiteren Boosts nur noch das jeweilige Antigen, in PBS 
resuspendiert, gegeben wurde. Acht Tage nach dem ersten, sowie nach jedem weiteren Boost 
wurde den Mäusen aus der Schwanzvene 4-10µl Blut entnommen, dass zur Antiköpertiter-
Bestimmung verwendet wurde. Nach dem dritten bis vierten Boost konnte keine weitere 
Zunahme des Ascosporen-spezifischen Antiköpertiters beobachtet werden. Zu diesem 
Zeitpunkt wurden die Tiere, für die Herstellung von Hybridoma-Zellen und zur Gewinnung 
von Gesamt-RNA aus den Milzen, getötet. 
Monoklonale Antikörper wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Sabine Zimmermann und Dipl. 
Biol. Gudrun Breuer (RWTH Aachen, Institut für Biologie VII) mit Hilfe der 
Hybridomatechnik (Köhler and Milstein 1975) hergestellt. Die Methode beruht auf der Fusion 
von aktivierten B-Lymphozyten aus der Milz hyperimmunisierter Mäuse mit Mäuse-
Myelomzellen. War die somatische Zellfusion erfolgreich spricht man von Hybridomazellen, 
die die Eigenschaften beider Fusionspartner aufweisen, permanente Zellteilung in Zellkultur 
sowie Produktion antigenspezifischer Antikörper. Durch schrittweise Vereinzelung der 
Hybridomazellen mit dem Verfahren der limitierenden Verdünnung erhält man Zellklone, die 
den gewünschten monoklonalen Antikörper produzieren und sezernieren. Details zur  
Herstellung, Isolierung und Charakterisierung wurden durch Monnecke (Monecke 1999) 
ausführlich beschrieben. 
 
II.6 „Phage-Display“ Technologien 
Zur Herstellung und Charakterisierung einer scFv-Antikörperbibliothek aus immunisierten 
Mäusen wurde die Methode des „Phage Display“ verwendet. Dazu wurde die 
Antikörperpräsentation auf M13 Bakteriophagen in Fusion mit dem Phagenprotein g3p 
gewählt. Die scFv präsentierenden Phagenbibliotheken (II.2.3.12) wurden aus Milzzellen 
immunisierter Mäuse (II.4) nach PCR-Amplifikation der VH- und VL-Domänen (II.2.3.11) 
präpariert, welche anschließend durch „Panning“ (II.6.4) auf Bindung an Venturia inaequalis  
Ascosporen selektioniert wurden. 
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II.6.1 Herstellung von scFv präsentierenden Antikörperbibliotheken 
Nach Isolierung der Gesamt-RNA (II.2.3.10), anschließender cDNA-Transkription (II.2.11), 
der Amplifikation und Verknüpfung der VH- und VL-Domänen (II.2.11) sowie der Ligation 
der erhaltenen scFv-Fragmente in den pHEN4II Vektor (II.2.3.6/ II.2.3.12) konnten die 
erhaltenen Ligationsansätze in elektrokompetente E. coli XL1-Blue MRF´ und TG1 Zellen 
(Stratagene) transformiert werden (II.2.1.3). Für die Transformation der VH- und VL-
Teilbibliotheken sowie der fertigen scFv-Bibliotheken wurde der E.coli Stamm XL1- Blue 
MRF´ genutzt. Dieser Stamm eignete sich sowohl für die Aufreinigung von DNA (II.2.3.1),  
als auch für die Herstellung elektrokompetenter Zellen (II.2.1.2) mit extrem hohen 
Transformationsraten (>1 x 1010 Transformanten/µg Vektor DNA). Ligierte und gereinigte 
Plasmid-DNA  konnte mit hoher Effizienz in diesen Stamm transformiert werden, um die 
Herstellung einer statistisch gesehen, ausreichend diversen Antikörperbibliothek zu 
gewährleisten. Der Stamm hat jedoch gegenüber dem Stamm TG1 den Nachteil einer 
verlängerten Wachstumsphase, darum wurde nach der ersten Präparation der scFv-Phagen, 
dem  „Rescue“, der E.coli-Stamm TG1 für alle weiteren „Phage Diplay“-Techniken 
verwendet. 
II.6.2 „Rescue“ von scFv-präsentierenden M13-Phagen 
Die Präparation der Phagen, das sogenannte „Rescue“ erfolgte zu Beginn jeder „Phage 
Display“-Runde und diente zur Herstellung polyklonaler Phagen. Dazu wurden 50 ml 2xTY 
Medium mit 1 x 108 Zellen aus der primären scFv-Bibliothek oder einem vorangegangenen 
Selektionsschritt inokuliert und bei 37°C bis zu einer E600nm = 0,6 angezogen. Fünf Milliliter  
dieser Kultur wurden mit 1 x 1011 M13KO7 Helfer-Phagen (NEB) gemischt und bei 37°C 
30 min ohne und 30 min mit Schütteln infiziert. Die infizierten Bakterienzellen wurden 
zentrifugiert (10 min, 4.000g), in 300 ml 2xTY (Amp + Km) resuspendiert und ü.N. bei 30°C 
unter 225 UpM Schütteln inkubiert. Anschließend wurde die Kultur zentrifugiert (10 min, 
4.000g, 4°C), das Zellpellet verworfen und der phagenhaltige Überstand durch Zusatz von 1/5 
Vol. 20% (w/v) PEG/2,5M NaCl 1h auf Eis gefällt. Nach erneuter Zentrifugation (30 min, 
8.000g, 4°C) wurde das Phagenpellet in 40 ml sterilem Wasser aufgenommen und mit 1/5 
Vol. PEG/NaCl für 20 min auf Eis gefällt. Nach Zentrifugation der Phagen (30 min, 8.000g, 
4°C) wurde der PEG/NaCl Überstand vollständig entfernt und die Phagen in 2,5 ml sterilem 
Wasser aufgenommen. Abschließend wurden noch vorhandene bakterielle Zelltrümmer durch 
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Zentrifugation aus der Phagensuspension entfernt (5 min, 13.000g), der Phagentiter bestimmt 
(II.6.3) und die Phagen für das „Bio-Panning“ (II.6.4) verwendet. 
II.6.3 Titration der Phagen 
Die Titration einer Phagenbibliothek dient der Ermittlung der infektiösen Phagen oder auch 
„plaque forming unit“ (pfu) vor und nach einer „Panning“-Runde und ermöglicht eine 
Aussage über den Erfolg eines „Rescue“ bzw. eines „Panning“. Dazu wurden 10 ml einer 
E. coli TG1 Kultur in der log-Phase E600nm = 0,5-0,8 mit 1 µl polyklonalen (II.6.2) oder 
selektierten Phagen (II.6.4) für 30 min bei 37°C infiziert und in Verdünnungen von 10-9 bis 
10-13 (nach „Rescue“) bzw. 102 bis 104 (nach „Panning“) auf LB (Amp) Agar plattiert. Nach 
ü.N.-Inkubation bei 37°C konnte die „colony forming unit“ (cfu) anhand der 
Bakterienkolonienanzahl auf den Agarplatten ermittelt werden. Da es sich bei dem 
verwendeten pHEN4II Hi Vektor um ein Phagemid handelt, das sich sowohl als Plasmid, als 
auch als Phage vermehren lässt (Vieira and Messing 1987)], kann die cfu dem pfu 
gleichgesetzt werden. 
II.6.4 „Bio-Panning“ zur Anreicherung antigenspezifischer Phagen 
Um die primäre scFv-Phagenbibliothek mit Millionen verschiedener Klone und 
Bindungsaffinitäten auf solche scFv zu untersuchen, die an Ascosporen binden,  wurde die 
Methode des  „Bio-Panning“ benutzt. Diese Methode wurde analog zur Antigen-Antikörper- 
Selektion des Immunsystems entwickelt und zeichnet sich durch eine ähnliche Effektivität 
aus. Da der zu selektierende Antikörper später ganze möglichst unveränderte Ascosporen 
erkennen soll, wurden auch ganze möglichst an ihrer Oberfläche nicht veränderte Ascosporen 
für das „Bio-Panning“ verwendet, zumal in der Literatur genügend Beispiele zur Selektion 
von Phagenantikörpern auf der Oberfläche von ganzen Zellen (Watters, Telleman et al. 1997) 
(Tur, Huhn et al. 2001) beschrieben sind. Da sie als Überdauerungsform relativ 
unempfindlich gegenüber Umwelteinflüssen sind, konnten die Sporen jedoch rigoroser 
behandelt werden als die in der Literatur beschriebenen Säugerzellen. Dies betrifft vor allem 
die Zentrifugations- und Resuspendierungsschritte.  
Zur Anreicherung antigenspezifischer scFv-präsentierender Phagen wurden 250.000 
Ascosporen  zunächst 1 Stunde in 1% (w/v) BSA bei Raumtemperatur geblockt, um 
unspezifische Bindungen von scFv-Phagen zu verhindern. Die Sporen wurden anschließend 
mit 1011-1012 Phagen aus einem „Rescue“ in 1% (w/v) BSA-Lösung kräftig gemischt und 2 h 
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bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die Sporen bei 15.000g pelletiert, der 
Überstand vorsichtig abgesaugt und das Pellet in 1ml PBST resuspendiert. Dieser 
Waschvorgang  wurde 4 mal mit PBST und anschließend 15 mal mit PBS wiederholt. 
Nach der Entfernung von restlichem PBS wurden die an den Ascosporen in 1ml einer 100mM 
Triethanolamin-Lösung inkubiert, um die Phagen zu eluieren. Nach dem Pelletieren der 
Sporen wurde der Überstand vorsichtig abgenommen, in ein neues Gefäß überführt und mit 
1ml 1M Tris-HCl pH=7,4 neutralisiert. Die eluierten Phagen wurden bei 4°C bis zu 1 Woche 
gelagert oder direkt für eine Reinfektion von E.coli TG1 genutzt. Neun Milliliter einer sich in 
der exponentiellen Wachstumsphase befindendlichen E. coli TG1-Stammkultur wurden mit 
1 ml der infektiösen Phagen versetzt und zur Reinfektion (II.6.2) 30 min bei 37°C ohne 
Schütteln inkubiert. Die Bakterien wurden schonend sedimentiert (5 min, 3.000g, RT), auf 
2xTYG (Amp) Agarplatten plattiert und 16h bei 30°C inkubiert. Aus den  gewachsenen 
Bakterienkolonien wurden in der nächsten „Panning“ Runde über ein „Rescue“ wiederum 
scFv präsentierende Phagen gewonnen (II.6.2). Zur Bestimmung des Phagentiters im Eluat 
wurden Verdünnungsreihen infizierter TG1 Bakterien von 10-2 bis 10-6 angefertigt (II.6.3). 
Für eine erfolgreiche Anreicherung waren in der Regel drei „Panning“-Schritte (Rescue, 
Panning, Expansion) notwendig. 
Der Erfolg  der Anreicherung wurde sowohl über den steigenden Phagentiter nach jeder 
Elution, als auch mit Kolonie-PCRs (II2.2.8) und anschließendem BstNI-Fingerprinting 
(II.2.3.13) überprüft. Bindungsanalysen mit Ascosporen gaben Aufschluß über die 
Bindungsaffinitäten der phagenpräsentierten scFv-Antikörper. 
II.6.5 Expression und Evaluierung der angereicherten scFv-Antikörper 
Nach Abschluss der „Panning“-Runden wurden vierzig zuvor mit Kolonie-PCR und BstN-I 
Fingerprinting getestete scFv-Klone aus der 3. „Panning“ Runde auf ihre Produktion von an 
Venturia inaequalis  bindenden scFv-Antikörpern getestet. Zu diesem Zweck wurden jeweils 
150 µl 2xTYG (Amp) Medium mit einer Phagemid enthaltenden Einzelkolonie des 
entsprechenden „Panning“ Schrittes mittels eines Zahnstochers in einer ELISA-Platte mit V-
Boden angeimpft und ü.N. bei 37°C und 150 UpM inkubiert. Mit 20µl der ü.N.-Kulturen 
wurden dann 2ml Hauptkulturen (2xTY+Amp) inokuliert und bei 37°C und 150 UpM 
inkubiert. Die verbleibenden 125 µl der ü.N.-Kulturen wurden im Verhältnis 1:1 mit 50% 
(v/v) Glycerin versetzt und als Masterplatte bei –20°C gelagert. Nach 4-5h erreichten die 
Hauptkulturen ihre exponentielle Wachstumsphase. Zu diesem Zeitpunkt wurde IPTG bis zu 
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einer Endkonzentration von 1mM zugegeben und die Kulturen über Nacht bei 30°C und 
150UpM geschüttelt. Die Bakterien wurden sedimentiert (20 min, 2100g, RT) und der scFv 
enthaltende Überstand für weitere Untersuchungen in ein neues Gefäß überführt.  
 
II.7 Proteinchemische und immunologische Methoden 
II.7.1 Periplasmatische Expression der scFv-Fragmente in E. coli  
Von den in II.6.5 untersuchten Bakterienklonen dienten diejenigen, die an Venturia 
inaequalis-Ascosporen bindende scFv-Antikörper exprimierten, als Ausgangsmaterial für eine 
periplasmatische Expression im 1l Maßstab. Die Klone wurden ü.N. in 2xTY (Amp) 
angeimpft und unter starkem Schütteln (150 UpM) bei 37°C inkubiert. Die Hauptkultur,  ein 
Liter 2xTY (Amp), versetzt mit 0,1% (w/v) Glukose, wurde im Verhältnis 1:100 mit ü.N.-
Kultur angeimpft und bis zu einer E600nm von 0.6 angezogen, mit 1 mM IPTG zur 
Proteininduktion versetzt und 6h bei 20°C unter Schütteln inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen geerntet (10 min, 4.000g, 4°C) und zur Aufreinigung der scFv wie folgt  weiter 
verarbeitet (II.7.2). 
II.7.2 Isolierung der scFv-Fragmente aus dem Periplasma 
Die pelletierten Bakterien wurden in 20 ml Periplasma-Aufschlusspuffer PPP aufgenommen. 
Nach Zugabe von EDTA pH 8,0 bis zu einer Endkonzentration von 1 mM wurde die Probe 
15 min auf Eis gelagert und anschließend zentrifugiert (15 min, 8.000g , 4°C). Der Überstand 
wurde vorsichtig abgegossen und auf Eis aufbewahrt. Das Pellet wurde in 20ml 5mM MgSO4 
resuspendiert, mit EDTA pH 8,0 bis zu einer Endkonzentration von 1 mM versetzt, erneut 
15 min auf Eis inkubiert und anschließend zentrifugiert (15 min, 8.000g, 4°C). Der Überstand 
wurde vorsichtig zu dem PPP-Überstand dekantiert und anschließend über Nacht dialysiert, 
das Pellet wurde verworfen. 
PPP:   30 mM Tris-HCl pH 8,0; 20% (w/v) Saccharose 
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II.7.3 Dialyse proteinhaltiger Lösungen 
Zur Entsalzung und Umpufferung wurden die Proteinproben aus II.7.2 dialysiert. Die 
Dialyseschläuche (Serva) mit einer Porengröße von ca. 25 Å - durchlässig für Proteine bis zu 
einer Größe von 12-14 kDa - wurden entsprechend den Herstellervorgaben vorbereitet und die 
Dialyse gegen 5l PBS und einmaligem Pufferwechsel für 16h bei 4°C durchgeführt. 
II.7.4 Reinigung und Konzentrierung von Proteinen 
II.7.4.1 Reinigung von scFv-Ak mittels NiNTA-Affinitätschromatografie 
Exprimierte scFv-Fragmente konnten mit Hilfe des C-terminalen His6-Motiv und dessen 
Affinität zu Ni-Ionen-beladener NTA-Agarose (Qiagen, Hilden) affinitätschromatographisch 
aufgereinigt werden. Dazu wurden 800µl Nickel-NTA-Agarose Matrix (Qiagen) mit einer 
Bindekapazität von 5-10 mg/ml Protein auf eine Einwegsäule („Gravity-flow-type“, Biorad) 
gegeben und mit 10 Matrix-Volumen (4ml) Äqulibrierungspuffer (P1) äquilibriert. 
Anschließend wurde die über Nacht dialysierte Probe (II.7.3) bei 15.000g abzentrifugiert, um 
eventuell vorhandene und die Ni-NTA-Säule verstopfende Zelltrümmer abzutrennen. Der 
klare Überstand wurde auf die Säule gegeben und nach dem ersten Durchlauf zwei weitere 
Male durch die Säule laufen gelassen. Nach Waschen mit 4ml P1wurden unspezifisch 
gebundene zelluläre Proteine durch Waschen mit schrittweise erhöhten 
Imidazolkonzentrationen im P1 von der Säule entfernt. Alle Waschfraktionen wurden 
aufgefangen und in einer anschließenden analytischen SDS-PAA-Gelelektrophorese (II.7.5.) 
zusammen mit den Elutionsfraktionen pherographiert, um den Erfolg der Aufreinigung zu 
dokumentieren. 
Eine typische scFv-Aufreinigung aus dialysiertem periplasmatischen Gesamt-Protein verlief 
nach folgendem Schema und wurde bei Raumtemperatur durchgeführt: 
Äqulibrieren 4ml P1 
Beladen der Säule Dreimaliger Durchlauf der Probe 
Waschen I 4ml P1 
Waschen II 2ml P1 + 10mM Imidazol 
Waschen III 2ml P1 + 20mM Imidazol 
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Waschen IV 2ml P1 + 40mM Imidazol 
Elution I 0,5ml P2 
Elution II 0,5ml P2 
Elution III 0,5ml P2 + 250mM Imidazol 
Reinigung der Säule 4 ml 100mM EDTA 
 
Äqulibrierungspuffer  (P1): 1M NaCl, 1xPBS, pH 7,5 
Elutionspuffer (P2): 250 mM Imidazol in Equilibrierungspuffer 
II.7.4.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen 
Die Konzentration von Proteinlösungen wurde nach (Bradford 1976) oder durch Benutzung 
des „BCA protein assay“ (Pierce) (Smith 1985) bestimmt. Hierzu wurden die Proben mit 
einer Eichreihe bekannter RSA-Konzentrationen im Probenpuffer korreliert, wodurch die 
Konzentration der zu untersuchenden Proteine graphisch ermittelt werden konnte. 
Alternativ dazu wurde die Konzentration einer Proteinprobe durch visuellen Vergleich mit 
einer Probe bekannter Konzentration auf einem SDS-PAA Gel (II.3.5) abgeschätzt oder über 
den molaren Extinktionskoeffizienten (E280nm = 1 entspricht 0,7 mg/ml scFv bzw. E280nm = 1,4  
entspricht 1 mg/ml mAk) photometrisch bestimmt. 
 
II.7.5 SDS-PAA Gelelektrophorese und Coomassie-Färbung 
Zur Auftrennung und zum Nachweis von Proteinen wurde die denaturierende, 
diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PGA) nach (Laemmli 1970)] 
eingesetzt (Sammelgel: T = 4%, C = 2,7%, pH 6,8; Trenngel: T = 12%, C = 2,7%, pH 8,8), 
soweit nicht fertige Gelsysteme (Invitrogen) benutzt wurden. Die Proteine wurden zunächst in 
1xSDS Probenpuffer aufgenommen und 5 min bei 100°C im Thermoblock denaturiert. 
Danach erfolgte die Pherographie in der Mini-Protean-Kammer (Biorad) nach 
Herstellerangaben. Proteinmarkerbanden sowie aufgetrennte Proteine wurden nach der 
Pherographie durch Färbung mit Coomassie Brilliant Blue (Wilson 1983) oder im 
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Immunoblot (II.3.6) visualiert. Zur Dokumentation wurde das Gel mit einem Scanner 
(ArcusII, AGFA) eingelesen und anschließend  in  Cellophan gewickelt und getrocknet. 
10xSDS-Probenpuffer: 0,35 M Tris-HCl; 0,6 M DTT; 10,3% (w/v) SDS; 0,05% (w/v) 
Bromphenolblau; 36% (w/v) Glycerin 
 
II.7.6 Silberfärbung von SDS-PAGE-Gelen 
Die  Silberfärbung von SDS-PAGE Gelen wurde dort angewendet, wo die Sensitivität der 
Coomassie-Färbung (II.7.5)  nicht ausreichte, um Proteine im Gel nachzuweisen. Dies war 
beim Nachweis von Proteinen aus der Extraktion von Venturia inaequalis-Ascosporen der 
Fall. Für die Färbung der Gele (8x10cm) wurden 250ml der jeweiligen Lösungen hergestellt. 
Die Silberfärbung lief nach folgendem Schema ab: 
Arbeitsschritt: Lösungen: Menge/Volumen Zeit 
 
Fixierung 
Ethanol 
Eisessig 
destilliertes H2O 
100ml 
25 ml 
auf 250 ml auffüllen 
 
30 min 
Waschen destilliertes H2O  3x5min 
 
 
Sensitivieren 
Ethanol 
Glutaraldehyd 
Natriumthiosulfat 
Natriumacetat 
destilliertes H2O 
75ml 
1,25ml 
2,0 % (w/v) 
6,8 % (w/v) 
 
auf 250 ml auffüllen 
 
 
30min 
Waschen destilliertes H2O  3x5min 
 
Silber Reaktion 
Silbernitrat 
Formaldehyd 
destilliertes H2O 
2,5 % (w/v) 
0,1ml 
auf 250 ml auffüllen 
 
20min 
Waschen destilliertes H2O  3x5min 
 
Entwicklung 
Natriumcarbonat 
Formaldehyd 
25 % (w/v) 
0,05ml 
 
2-5min 
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destilliertes H2O auf 250 ml auffüllen 
Stoppen EDTA-Na2 * 2H2O 
destilliertes H2O 
14,65 % (w/v) 
auf 250 ml auffüllen 
 
10min 
Waschen destilliertes H2O  3x5min 
 
II.7.7 Western-Blot 
Mit Hilfe des Western-Blots können translatierte Proteine sehr schnell durch spezifisch 
bindende enzymmarkierte Antikörper auf einer Membran nachgewiesen werden. Nach 
Auftrennung der denaturierten Proteine in einem SDS-PAA Gel (II.3.5) wurden diese auf eine 
Nitrozellulose-Membran unter Benutzung der Mini-Protean II- (Biorad) oder XCell II-Blot -
Module (Invitrogen) nach Herstellerangaben transferiert (Towbin, Staehlin et al. 1979). Die 
von den enzymmarkierten Nachweisantikörpern erkannten Proteinbanden wurden in einer 
Farbreaktion mit NBT/BCIP sichtbar gemacht (Burnette 1981).  
Tab. 1: Durchführung des Immunoblot. Alle Schritte wurden in zehn bis 20 ml Volumen 
ausgeführt und unter Schütteln bei RT inkubiert. Zwischen den einzelnen Schritten wurde je 
dreimal mit 1xPBS gewaschen und die Membran vor der Farbreaktion zusätzlich in AP-
Puffer äquilibriert. Alle Ak wurden in 1% (w/v) BSA verdünnt.  
Schritt Konzentration/Verdünnung Zeit (min) 
Blockieren 1% BSA ≥120/ü.N. 
1. Ak pAk ~ 1 : 1.000, mAk 
~ 1 : 3.000 bis 1 : 5.000 
≥60 
2. Ak AP-markierter-Ak, 1:3.000 ≥60 
NBT/BCIP Nach Herstellerangabe 1-60 
  pAk = polyklonales Serum   mAk = monoklonaler Ak  
  AP = alkalische Phosphatase   NBT = Nitroblautetrazolium  
  BCIP = 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat. 
 
II.7.8 Modifizierter ELISA mit Ascosporen 
Aufgrund der physikalischen Beschaffenheit der Venturia inaequalis  Ascosporen und durch 
das Fehlen eines geeigneten Proteinextraktes aus den Sporen konnte kein direkter oder 
indirekter ELISA (Engvall and Perlman 1971; Clark and Adams 1977)] durchgeführt werden. 
Vielmehr wurden die Ascosporen bei allen Arbeitsschritten in Suspension gehalten. Für eine 
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Probe wurden 15.000 Ascosporen eingesetzt. Die Inkubationen mit polyklonalen Maus-Seren 
bzw. scFv-Antikörpern fanden in 96well PCR-Platten (Applied Biosystems) statt. Das 
Waschen der Sporen zwischen den Inkubationen mit verschiedenen Antikörpern wurde durch 
Abzentrifugieren und Resuspendieren der Ascosporen ermöglicht. Die Entwicklung des 
ELISAs fand in einer neuen 96well ELISA-Platte (NUNC) statt, in der die Lösung mit dem 
umzusetzenden Nachweisreagenz vorgelegt und in dem die Sporen anschließend 
resuspendiert wurden. Die Farbentwicklung wurde photometrisch erfasst und die Daten 
graphisch ausgewertet. Diese Form des ELISA erwies sich trotz 
Doppel/Dreifachbestimmungen je Probe als sehr fehleranfällig. Aus diesem Grund kam der 
ELISA nur dort zum Einsatz, wo eine Analyse mittels FACS wegen der zu großen Probenzahl 
nicht möglich war. 
Tab. 7.1:  Durchführung des Ascosporen ELISAs 
 
Schritt Konz./Verd. Vol. (µl)/Napf Ink. (min) Temp. (°C)
Blockieren 1%  (w/v) BSA 300 120 25 
Proben pAk/scFv in PBS  100 120 25 
anti c-myc mAk 1 : 1.000 in 1% (w/v) BSA 100 60 25 
GAMAP 1 : 1.000 in 1% (w/v) BSA 100 60 25 
ABTS/pNPP 1 mg/ml in SP 100 5-60 25 
Konz. = Konzentration   Verd. = Verdünnung  
Vol. = Volumen    Ink. = Inkubation 
Temp. = Temperatur  BSA = Rinderserumalbumin  
PS = Physiol. Saline   üN = über Nacht 
mAk = monoklonales Serum pNPP = para Nitrophenylphosphat 
GAMAP = AP konjugierter Ziege-  RT = Raumtemperatur 
Anti-Maus-Ak    AP = alkalische Phosphatase 
SP = Substratpuffer  
ABTS = 2,2`-Azino-Di-(3-Ethylbenzthiazolin Sulfonat) Diammoniumsalz 
    
Zwischen den einzelnen Schritten wurde je dreimal mit 1xPBS-T gewaschen. 
 
SP:  0,1 M Diethanolamin; 1 mM MgCl2; pH 9,8 
 
II.7.9 Bestimmung von Antiköper-Bindungsaktivitäten mittels FACS 
Zum Nachweis Ascosporen spezifischer Ak im Maus-Serum und Hybridoma-
Kulturüberständen sowie scFv-Antikörpern aus bakterieller Produktion, wurde die 
Durchflusszytometrie benutzt. Die Methode beruht auf der Fluoreszenzmessung von zuvor 
mit primärem (pAk/mAk/scFv) und fluoreszenzmarkiertem sekundärem Antikörper 
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behandelten Sporen in einem FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter) Gerät 
(Becton&Dickinson). Die Zellen werden in einem Pufferstrom durch eine Kapillare gepresst 
und der Probenstrahl mit Laserlicht entsprechender Wellenlänge bestrahlt. Das Gerät misst 
die Fluoreszenz einzelner Zellen nach Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes am sekundären 
Ak durch den Laser. Anhand der Auswertung der Messwerte aus verschiedenen Sensoren 
kann man sowohl Aussagen über die Größe und Granularität als auch über die Intensität der 
Fluoreszenz jeder einzelnen Zelle machen.  Die Messergebnisse aller Zellen werden 
anschließend durch eine computergestützte Auswertung visualisiert. Die Inkubation von 
Ascosporen mit den verschiedenen Antikörperlösungen erfolgte wie in  II.7.8 beschrieben, 
mit dem Unterschied, dass der Nachweisantikörper nicht enzymgekoppelt sondern mit einem 
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist. Für den überwiegenden Teil der Messungen wurden 
Antikörper mit dem Farbstoff Fluoresceinisothiocyanat (FITC) verwendet, der bei einer 
Wellenlänge von 488nm durch einen Laser angeregt wird und ein Emissionsmaximum bei 
λ=530nm hat. 
II.7.9.1 Bestimmung des Antikörpertiters in Maus-Seren 
Zur Bestimmung des Antikörpertiters in Maus-Seren (II.4) wurden 100µl der jeweiligen 
Verdünnungen einer Reihe von 1:100 bis 1:50.000 zu  zuvor 2h in 1%  (w/v) BSA-geblockten 
Ascosporen (ca 15.000) gegeben. Nach 1h Inkubation bei RT und dreimaligem Waschen in 
PBS wurden die Sporen in 500µl 1:1.000 in BSA verdünntem Ziege-anti-Maus-Ak FITC 
gekoppelt (GAMFITC) resuspendiert und 1h bei RT stehen gelassen. Nach dreimaligem 
Waschen in PBS erfolgte die Messung der Fluoreszenz in einem FACS-Gerät. 
II.7.9.2 Detektion von monoklonalen Ak im Überstand von Hybridoma-Zellen 
Die Versuchsdurchführung erfolgte wie in II.7.9.1 beschrieben, anstatt der verdünnten Maus-
Seren wurden Kulturüberstände von Hybridoma-Zellen genommen. 
II.7.9.3 Nachweis von scFv-Antikörpern aus bakterieller Expression 
15.000 Ascosporen, die zuvor 2h in BSA geblockt worden waren, wurden mit 1ml 
Kulturüberstand aus einer ü.N.-Induktion (II.6.5), oder 50µl periplasmatisch exprimiertem 
und NiNTA-aufgereinigtem scFv-Ak. (II.7.4.1), gemischt und 2h bei RT inkubiert. Nach 
dreimaligem Waschen in PBS wurden die Sporen in 500µl anti-c-myc-Ak (1:1.000 verdünnt 
in BSA) resuspendiert und bei RT 1h inkubiert. Die Sporen wurden erneut 3 mal in PBS 
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gewaschen und zuletzt in 500µl 1:1.000 verdünntem GAMFITC für eine Stunde inkubiert und 
anschließend nochmals 3 mal in PBS gewaschen.  
II.7.9.4 Nachweis von monoklonalen und polyklonalen Phagen 
Zur Identifizierung Ascosporen-bindender, scFv-präsentierender Phagen wurde zunächst ein 
Phagen-„Rescue“ (II.6.2) durchgeführt und der Titer der erhaltenen Phagensuspension 
bestimmt (II.6.3). Fünfzehntausend geblockte Ascosporen wurden mit 1ml Phagensuspension 
(1012 pfu) zusammen mit 1%BSA 2h bei RT inkubiert. Nach fünfmaligem Waschen in PBS 
wurden die Sporen mit polyklonalem anti-M13-Ak (1:1.000 in BSA verdünnt) 1h bei RT 
inkubiert. Nach 5 mal Waschen wurden gebundene Phagen mit einem 1:1.000 in BSA 
verdünnten GAMFITC Ak detektiert.  
 
II.8 Immunofluoreszenz-Mikroskopie 
Die Inkubation der Ascosporen für die Immunofluoreszenz-Mikroskopie erfolgte wie unter 
II.7.9 beschrieben, allerdings wurde der Ag-Ak-Komplexes mittels eines Alexa Fluor® 568-
markierten Ziege-anti-Maus-Antikörpers [GAMALEXA] detektiert. Die Anregungs- und 
Emissionswellenlänge des konjugierten Fluorochroms liegen bei 578nm, bzw. 603nm. Die 
Fluoreszenz wurde mit einem Bandpass-Filterset an einem Leica-Mikroskop sichtbar gemacht 
und dokumentiert. Zum Einsatz kam ein 63x Ölimmersions objektiv der Firma Leica. Die 
Aufnahmen wurden mit einer am Mikroskop befindlichen CCD-Kamera vorgenommen. 
 
II.9 Western-„Screening“ einer V. inaequalis-cDNA-Bank 
Eine im Vektorsystem Lambda „ZAP Express®“ (Stratagene) vorliegende cDNA-Bank, 
hergestellt aus Venturia inaequalis  Myzel, wurde von Prof. Dr. Matthias Hahn, Universität 
Kaiserslautern, zur Verfügung gestellt. Die Bank lag in Form eines bei –20°C in 7% DMSO 
gelagerten Phagenlysats vor und hatte einen Titer von 109 pfu (plaque forming units) /ml bei 
einer Diversität von 104 - 105 unabhängigen Klonen. Die für das „Screening“ benötigten 
Bakterienstämme und Helferphagen wurden von Stratagene bezogen. 
Die cDNA-Bank repräsentiert die auf der messenger RNA (mRNA) kodierte Information aus 
Venturia inaequalis Myzel. Da mRNA sehr labil und schwer zu vermehren ist, wurde die in 
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der mRNA abgelegte Information in die sehr viel stabilere doppelsträngige cDNA übersetzt 
und in einen selbst replizierenden Lambda-Vektor ligiert. In der Form einer cDNA-Bank 
können individuell prozessierte Segmente des genetischen Codes relativ leicht isoliert und 
untersucht werden. In diesem Fall sollen die in den Lambda-Vektor ligierten cDNA-
Fragmente in einem bakteriellen System (E. coli, XLOLR) exprimiert und die gebildeten 
Proteine auf ihre Interaktion mit Maus-Seren und ausgesuchten scFv-Antikörpern untersucht 
werden. Die folgenden Arbeitmethoden basieren auf den Handbüchern „ZAP Express cDNA 
Synthesis Kit“ und „picoBlue-Immunoscrenning-Kit“ der Firma Stratagene. Die 
experimentellen Abläufe wurden zur Lösung der Aufgabenstellung  dieser Doktorarbeit 
adaptiert. 
II.9.1 Vermehrung der primären Lambda ZAP-Express Bank 
Eine Vermehrung der cDNA-Bibliothek ist empfehlenswert und dient der Herstellung eines 
Arbeitsvorrats mit hohem Phagentiter. Die Bibliothek sollte jedoch nicht mehrmals vermehrt 
werden, da sonst der Selektionsnachteil für  langsam wachsende Klone zu ihrer 
Unterrepräsentierung führt. 
Am ersten Tag wurde der für die Vermehrung benötigte Bakterienstamm E. coli XL1-Blue 
MRF´ von einer Platte in 5 ml Medium angeimpft ( II.2.3.1) und ü.N. bei 37°C wachsen 
gelassen. Am nächsten Tag wurde die Kultur 15 min bei 2.000g abzentrifugiert und 
anschließend in 10mM MgSO4 bis zu einer OD600= 0,5 verdünnt. Von dieser Verdünnung 
wurden 2,4 ml mit 2,0x105 pfu Phagen aus der primären cDNA Bibliothek gemischt, wobei 
das Volumen der Phagen das zweifache des Bakterienvolumens nicht überschreiten sollte. Die 
Mischung wurde 15 min bei 37°C inkubiert, mit 28ml NZY-Topagar bei einer Temperatur 
von ca. 48°C gemischt und auf einer 25x25 cm großen NZY-Agarplatte gleichmäßig verteilt. 
Nach der Verfestigung des Agars wurde die Platte für 6-8 h bei 37°C inkubiert, sodass die 
Phagenplaques nicht größer als 1-2 mm waren. Die Platte wurde mit 40 ml SM-Puffer 
überschichtet und unter sehr langsamem Schütteln bei 4°C ü.N inkubiert, um eine Diffusion 
der vermehrten Phagen in den SM-Puffer zu ermöglichen.  
Am nächsten Tag wurde die Bakteriensuspension in ein steriles 50ml-Gefäß überführt. 
Restliche Bakteriophagen wurden  mit 2ml SM-Puffer abgewaschen und zu den restlichen 
40ml gegeben. Anschließend wurde Chloroform bis zu einer Konzentration von 5% (v/v) 
zugegeben und gut gemischt. Nach 15 min Inkubation bei RT wurde die Phagensuspension 
bei 500g 15 min zentrifugiert, um Bakterientrümmer zu entfernen. Der Überstand wurde 
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entweder mit 0,3% (v/v) Chloroform gemischt bei 4°C, oder mit 7% (v/v) DMSO gemischt 
bei –80°C gelagert. Der Titer der so vermehrten Bibliothek wurde anschließend bestimmt 
(II.9.2). 
II.9.2 Bestimmung des Lambda-Phagentiters 
Für die Bestimmung des Lambda-Titers wurden XL1-Blue MRF´-Zellen, wie in II.9.1. 
beschrieben, angezogen und in 10mM MgSO4  verdünnt. Die vermehrten Phagen (II.9.2) 
wurden in SM-Puffer von 10-6 bis 10-10 verdünnt. Je 1µl aus jeder Verdünnung wurde mit 
200µl verdünnten XL1-Blue MRF´-Zellen gemischt und 15 min bei 37°C inkubiert. Die 
Zellen wurden mit 3ml auf 48°C abgekühltem NZY-Topagar gemischt und auf NZY 
Agarplatten verteilt. Nach dem Abkühlen der Platten wurden diese 8h bei 37°C stehen 
gelassen und anschließend die Zahl der Phagenplaques bestimmt. 
Zur Bestimmung des Titers des Helferphagen „ExAssist“ wurde wie oben beschrieben 
verfahren, mit dem Unterschied, dass der Bakterienstamm XLOLR verwendet wurde. 
II.9.3 Massenexzision 
Mit der Massenexcision wird das dem Lambda -Konstrukt zugrunde liegende Basisphagemid 
-pBKCMV -  ausgeschnitten und kann anschließend zur Reinfektion von E. coli XLOLR-
Zellen genutzt werden. Nun wird die cDNA-Bank in Form von Bakterienkolonien anstatt von 
Phagenplaques repräsentiert und kann anschließend in geeigneten Versuchen auf Antigen 
codierende cDNA-Klone untersucht werden. 
Über Nacht angezogene und verdünnte E. coli XL1-Blue MRF´ und XLOLR Zellen (II.2.3.1/ 
II.9.1) wurden für eine t Excision benötgt: 
• 107 pfu Lambda Phagen (10 mal mehr Phagen als der Bibliotheksgröße entspricht) 
• 108 XL1-Blue MRF´-Zellen(1:10 Lambda zu Zellen) 
• 109 pfu „ExAssist“ Helfer Phage (10:1 Helfer Phagen zu Zellen) 
Die Komponenten wurden gemischt und 15 Minuten bei 37°C inkubiert, um die Absorption 
der Phagen zu gewährleisten. Anschließend wurde die Mischung zusammen mit 20ml NZY- 
Medium 2,5-3h bei 37°C und 100 Upm geschüttelt. Durch Erhitzen auf 65-70°C für 20 min 
wurden die Bakterienzellen lysiert, um die Phagen freizusetzen. Durch die anschließende 
Zentrifugation bei 1.000g für 10min wurden Zellreste abgetrennt und der Überstand in ein 
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frisches Gefäß überführt. Zur Bestimmung des Titers der ausgeschnittenen Phagemide 
(pBKCMV) wurden 200µl XLOLR-Zellen (II.9.1) mit 1µl der Excision gemischt, 15 bei 37°C 
stehen gelassen und mit 40µl 5xNZY-Medium gemischt und weitere 45 min bei 37°C 
geschüttelt. 1, 10 und 100µl der Mischung wurden auf LB-Kanamycin (50µg/ml) Platten 
ausgestrichen. Nach 37°C ü.N. zeigten sich auf den Platten Bakterienkolonien. Zu diesem 
Zeitpunkt konnten die Bakterienkolonien entweder für eine Plasmidpräparation (II.2.3.1) 
verwendet, oder direkt auf eine Membran zum Western-„Screening“ überimpft werden. 
II.9.4 Überimpfen der Bakterienkolonien und Induktion 
Nach der Massenexcision und Bestimmung des Titers der ausgeschnittenen Phagemide 
wurden diese mit einer Koloniedichte von 2.000-5.000 Kolonien auf jeder 25x25cm 
Agarplatte (LB-Kanamycin) ausplattiert. Mit einem QPIX II (Genetix) Roboter wurden 
Kolonien von den großen Agarplatten in 384well-Kulturplatten (Nunc), gefüllt mit 70µl LB 
Kanamycin + 15% Glyzerin, überimpft. Nach zwei Tagen Inkubation bei 37°C wurden aus 
zwei 384well- Platten mit Hilfe der  Biomek 2000 (Beckmann-Coulter) Robotikstation die 
Kolonien auf  eine  7,4x 11,5cm Nitrozellulosemembran (Hybond C+) überimpft. Die 
Membran lag auf  LB-Kanamycin Agar +2% (w/v) IPTG in Nunc, „OmniTray Single well“´-
Platten. Pro Bakterienklon wurden zwei Überimpfungspunkte auf die Membran gedruckt, um 
„falsch- positive“ Signale beim nachfolgenden Western-Blot ausschließen zu können. Die so 
angeimpften Membranen wurden 12h bei 30°C inkubiert, wobei die Expression der cDNA- 
Fragmente in den pBKCMV-Phagemiden durch das IPTG induziert wurde. 
II.9.5 Immunologischer Nachweis gebildeter Antigene 
Am folgenden Tag wurden die Membranen mit den darauf gewachsenen Bakterienkolonien 
10 min einer gesättigten Chloroform-Atmosphäre ausgesetzt. Nach dem Abdampfen 
restlichen Chloroforms wurden die Membranen in Lysozympuffer getaucht und 1h bei RT 
mäßig geschüttelt. Reste der Bakterienkolonien wurden vorsichtig mit dem Finger 
(Handschuhe!) abgerieben. Die Membranen wurden in frischen Lysozympuffer überführt und 
eine weitere Stunde inkubiert. Anschließend wurde die Membran zweimal 10 min in PBST 
gewaschen und ü.N. in 1%  (w/v) BSA geblockt.  
Dann wurden die Membranen, wie unter  II.7.6 beschrieben, mit Maus-Seren oder 
aufgereinigten scFv-Antiköpern inkubiert. Der Nachweisantikörper war mit Peroxidase 
gekoppelt, das Nachweisreagenz war DAB (Diamminobenzidine;  Sigma FAST). Die 
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aufgereinigten scFv-Antiköper wurden 1:100, die Maus-Seren wurden 1:1.000 in 1%  (w/v) 
BSA verdünnt und auf die Membranen gegeben. 
LB-Topagar: LB-Medium mit 0,7%(w/v) Agarose 
Lysozympuffer (frisch ansetzen): 50mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 5mM MgCl2, 3% (w/v)  
BSA, 400µg/ml Lysozym, 1U/ml DNAse 
SM-Puffer: 100mM NaCl, 50mM Tris-HCl (pH 7,5), 10mM MgSO4 
IPTG Stammlösung: 1M IPTG in DMSO 
II.9.6 Präabsorption von Mausserum  
Polyklonale Maus-Seren enthalten immer auch Antikörper, die an Phagen und 
Bakterienproteine binden. Diese Antikörper erzeugen bei einem Western-„Screening“ einen 
hohen Hintergrund und „falsch-positive“ Signale. Zur Präabsorption wurden zunächst E. coli 
XLOLR-Zellen auf einer Nitrozellulosemembran ausgestrichen, die Membran auf LB-Agar 
gelegt und bei 37°C ü.N. inkubiert. Die Bakterien wurden, wie in II.9.5 beschrieben, abgetötet 
und abgewaschen. Die Membran wurde nach 1h Inkubation in inaktivierten Phagen (10 min 
100°C) aus einer Massenexcision (II.9.3) fünfmal in PBS gewaschen und anschließend 1h in 
1% (w/v) BSA-Lösung geblockt. Die so präparierten Menbranen wurden für die 
Präabsorbtion der phagen- und bakterienspezifischen-Antikörper 1 Stunde in 1:1.000 in BSA- 
verdünntem Maus-Serum inkubiert. So behandeltes Serum diente zum Western-„Screening“ 
einer Membran mit 768 cDNA-Klonen (II.9.5) als Kontrolle zur Funktionalität der unter 
II.9.4/II.9.5 beschriebenen Methode.  
 
II.10 Immuno-Dotblot 
In einer Dotblot-Apparatur (BioRad) wurde zunächst eine Nitrozellulose Membran 
(Amersham-Pharmacia) eingespannt  und mit PBS angefeuchtet. Mit Hilfe einer 
Wasserstrahlpumpe wurde nun ein Unterdruck in der Apparatur erzeugt. Die zu blottenden 
Proben wurden in die Apparatur gegeben und über die Membran gesaugt. Die in den Proben 
enthaltenen Proteine wurden so in einem definierten Bereich der Membran gebunden. Die 
Membran wurde anschließend aus der Apparatur genommen, in PBS gewaschen und wie 
unter II.7.6 (Western-Blot) beschrieben weiterbehandelt. 
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II.11 Ergebnisdokumentation und Bildbearbeitung 
Alle SDS-PAA-Gele (nach Coomassie oder Silberfärbung der enthaltenen Proteinbanden) und 
Western Blots wurden auf einem Flachbettscanner der Firma AGFA, Modell: Arcus II, 
eingelesen und digital gespeichert. Die Abbildungen von DNA-Elektrophoresegelen und die 
durch Fluoreszenzmikroskopie gewonnenen Bilder wurden direkt digital gespeichert. Die 
Bearbeitung der Rohdaten erfolgte mit dem Programm Photoshop 5.0 von Adobe. 
Photoshop stellt die elektronische Realisation von Optimierungsmethoden zur Verfügung, die 
prinzipiell auch mit traditionellen Fotolabortechniken erreicht werden könnten.  
Zur Optimierung der Bilder wurden nur einige wenige der insgesamt vom Programm zur 
Verfügung gestellten Bearbeitungsmodule angewendet. Hierzu gehört die Farbwertkorrektur, 
bei der alle nicht – besetzten Graustufen aus den Rohdaten herausgefiltert werden, so dass ein 
stärker kontrastiertes Bild entsteht. Außerdem wurden bei einigen Bildern Helligkeit und 
Kontrast verändert, um sie dem Erscheinungsbild der übrigen Bilder anzupassen. Zuletzt 
wurden die Abbildungen so vergrößert, dass sie in das vorgegebene elektronische 
Dokumentenformat eingefügt werden konnten.  
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III Ergebnisse 
 
Ziel dieser Arbeit war die Herstellung von Antikörpern zur spezifischen Erkennung von 
Ascosporen des Pilzes Venturia inaequalis. Die zentrale Anwendung der Antikörper sollte der 
Einsatz in einem Antikörper-basierten Biosensor zur Detektion von V. inaequalis-Ascosporen 
sein. Zudem sollten sie zur näheren Charakterisierung der Antigene auf der Spornoberfläche 
verwendet werden. Um Antikörper mit der erwünschten Spezifität zu erhalten, wurden zwei 
Lösungsnsätze verfolgt: Mittels Hybridoma-Technik sollten monoklonale Antikörper und mit  
„Phage Display“ rekombinante Antikörper gewonnen werden. Grundlage beider Ansätze war 
die Immunisierung von BALB/c Mäusen mit aufgereinigten Ascosporen oder aus Ascosporen 
isolierten Zellwandbestandteilen.  
Um die Technik des „Phage Display“ anwenden zu können musste zunächst eine 
Phagenbibliothek hergestellt werden. Hierzu wurden die variablen Abschnitte der Antikörper- 
Gene für die schwere und leichte Kette über RT-PCR aus den Lymphozyten immunisierter 
Mäuse isoliert. Die so hergestellten Antikörper-Genfragmente wurden in einen 
Phagemidvektor kloniert, dass sie als single chain Fv- (scFv) Antikörperfragmente vorlagen. 
Die Konstruktion des Vektors ermöglichte es, die scFv-Antikörperfragmente in Fusion mit 
dem Hüllprotein (pIII) des M13 Bakteriophagen zu exprimieren. Bei der Assemblierung von 
Bakteriophagen werden diese pIII-scFv-Fusionsproteine in die Hülle eines Phagen eingebaut, 
dass die scFv-Komponente auf der Phagenoberfläche präsentiert wird („Phage Display“). 
Über geeignete Selektionsverfahren sollten nun diejenigen Phagen angereichert werden, deren 
scFv-Komponente an die V. inaequalis-Ascosporen binden (siehe I.6). 
Nach der Selektion bindender Phagen wurden die scFv-Antikörper in größerem Maßstab 
bakteriell exprimiert und über Metall-Affinitätschromatographie (NiNTA) aufgereinigt. Die 
gewonnenen Antikörper wurden mit verschiedenen  immunologischen Methoden (ELISA, 
Immun-Fluoreszenzmikroskopie, Western-Blot, Durchflusszytometrie) datailliert 
charakterisiert. 
Zur näheren Bestimmung des erkannten Antigens/Epitops wurde eine cDNA-Expressions- 
Bibliothek  aus Venturia inaequalis  mit den scFv-Antikörpern in einem Western-Screening-
Verfahren auf mögliche Targets hin untersucht. 
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III.1 Immunisierung von BALB/c Mäusen 
Um eine Immunantwort und damit die Produktion antigenspezifischer IgG-Antikörper zu 
induzieren, wurden Mäuse (BALB/c), wie in II.4 beschrieben immunisiert. Vor der 
Immunisierung wurde jeder Maus Blut entnommen. Das daraus gewonnene Präimmunserum 
spiegelte den Antikörpertiter der Maus vor der Immunisierung wider und diente in den 
nachfolgenden Untersuchungen als Kontrolle. Die anfängliche Dosis von 10.000 Ascosporen 
je Tier und Immunisierungsschritt führte zu keiner erkennbaren Steigerung des Ascosporen-
spezifischen IgG-Antikörpertiters gegenüber dem Präimmunserum. Da die Mäuse bei diesem 
Ansatz keine Beeinträchtigung zeigten, wurde die Dosis auf 100.000 Ascosporen je Tier und 
Immunisierung erhöht. Bei dieser Dosis stieg spätestens nach der dritten Immunisierung der 
ascosporenspezifische IgG-Antikörpertiter im Serum. Nach der fünften Immunisierung wurde 
dann keine weitere Steigerung des spezifischen IgG-Titers mehr gemessen. Die Milzen der 
Mäuse mit der besten Antikörperantwort wurden für die Herstellung von Hybridoma-Zellen 
(II.4) ausgewählt. Die Milzen der übrigen Mäuse wurden für die Herstellung einer „Phage 
Display“ Bibliothek verwendet (II.6).  
Die primäre Immunantwort von Mäusen gegenüber (pilzlichen) Pathogenen basiert auf IgM-
Antikörpern. Durch wiederholten Kontakt des Immunsystems mit T-Zell-abhängigen 
Antigenen (vornehmlich Proteinantigenen), kommt es durch Rekombinationsereignisse am 
IgH-Genlocus zu einem Ig-Klassen (Isotyp)-Wechsel von IgM/IgD zu IgG/IgA/IgE (McCall 
and Hodgkin 1999). Nach dem Klassenwechsel findet eine somatische Hypermutation der 
rearrangierten V-Gene statt, einhergehend mit einer Verbesserung der primären Antigen-
Antikörper-Affinität. Beim Kontakt des Immunsystems mit T-Zell-unabhängigen Antigenen, 
zum Beispiel Kohlehydrat-Antigenen (pilzliche Zellwand) und hoch glykosylierten Proteinen 
(virale Hüllproteine) sowie Lipopolysacchariden (bakterielle Zellwand) kommt es durch einen 
alternativen Weg zum Ig-Klassenwechsel. Hierbei scheinen vor allem hochrepetitive Epitope 
auf dem Antigen eine wichtige Rolle zu spielen. Sie führen über eine Quervernetzung der 
Immunglobulinrezeptoren auf der Oberfläche der B-Lymphozyten zu einem aktivierenden 
Signal. Die genauen Mechanismen dieses alternativen Weges sind noch nicht geklärt (Vos, 
Lees et al. 2000). Beim Kontakt mit diesen Antigenen finden sich neben protektiven Mengen 
an IgG immer noch bedeutende Mengen an spezifischen IgM-Antikörpern im Serum. IgM-
Antikörper spielen vor allem bei der spezifischen Detektion von kohlehydrathaltigen 
Antigenen eine entscheidende Rolle (Nosanchuk, Rosas et al. 1998), (Nakouzi, Valadon et al. 
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2001). Nosanchuk et al. konnten zeigen, dass die meisten Hybridomen, hergestellt aus 
Mäusen, die mit pilzlichen Zellwand-Proteinen immunisiert wurden, IgM-Antikörper 
produzierten.  
Um den Immunisierungsverlauf und einen  Ig-Klassenwechsel während der Immunisierung 
von Mäusen zu dokumentieren, wurden sowohl IgM-Titer als auch IgG-Titer der Maus-Seren 
bestimmt. Die Seren wurden zu verschiedenen Zeitpunkten der insgesamt 12 Wochen 
dauernden Immunisierung entnommen. Die subkutane Injektion der Venturia inaequalis-
Ascosporen erfolgte in 14-tägigen Abständen. Die Entnahme der Maus-Seren erfolgte vor der 
ersten Immunisierung (Tag 0 = Präimmunserum), sowie am 32., 50. und 72. Tag. Die 
Bestimmung der IgM-Antikörpertiter erfolgte nur bis zum 50. Tag. Die 
Antikörperkonzentrationen im Serum immunisierter Mäuse zu verschiedenen Zeitpunkten 
wurden mittels ELISA (II.7.8) bestimmt. Die Ergebnisse sind für zwei Mäuse im folgenden 
Diagramm (Abb.III-1) dargestellt. Die gezeigten Werte beziehen sich jeweils auf eine Serum-
Verdünnung von 1:1.000. 
Die Messwerte für die  IgM-und IgG-Antikörperkonzentrationen im Serum der Mäuse 
spiegeln einen typischen Immunisierungsverlauf wieder. Zunächst gibt es einen Anstieg 
sowohl der spezifischen IgM als auch der IgG-Antwort auf die Ascosporen. Nach der dritten 
Immunisierung der Mäuse (50. Tag) kommt es zu einem Abfall der spezifischen IgM-
Antikörperkonzentration und einem Anstieg der IgG-Antikörperkonzentration, der auf den Ig-
Klassenwechsel zurückzuführen (Abb.III-1). 
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Antikörpertiter Entwicklung 
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Abb. III-1: IgM – und IgG-Antikörpertiter-Entwicklung während der Immunisierung von 
Mäusen mit V. inaequalis-Ascosporen. 
Eine 1:1000 Verdünnung der Maus-Seren zu verschiedenen Zeitpunkten wurde in einem ELISA 
(II.7.8) auf Ascosporen-spezifische IgM-und IgG-Antikörper  untersucht. Der Nachweis der IgM-
Antikörper erfolgte mit einem anti-isotypischen (anti-µ-chain) monoklonalen Ziege-anti-Maus-Ak. 
Die Detektion im ELISA erfolgte über einen Kaninchen-anti-Ziege-AP-gekoppelten Ak. 
Die IgG-Antikörper wurden mit einem AP-gekoppelten anti-IgG Ziege-anti-Maus-Ak nachgewiesen. 
Die Entnahme der Seren erfolgte am Tag 0 (Praeimmunserum), 32, 50 und 72. Die Bestimmung der 
IgM-Werte erfolgte nur bis zum 50. Tag.   
 
Zwischen 50. und 72. Tag nach Immunisierungsstart gibt es eine starke Zunahme der 
Ascosporen-spezifischen IgG-Konzentration. Zur Bestimmung der spezifischen IgG-und 
IgM-Antikörpertiter in den Maus-Seren wurde zunächst eine Verdünnungsreihe angelegt. 
Jede Verdünnung wurden mit ca. 10.000 Ascosporen inkubiert und die Sporen anschließend 
im ELISA (II.7.8) oder FACS (II.7.9) auf gebundene Antikörper untersucht. Bei der 
Behandlung der Ascosporen mit dem Mausserum zeigte sich, dass es zwischen den Serum-
Verdünnungen von 1:100 und 1:1.000 keinerlei Unterschied in der anschließend im FACS 
gemessenen Fluoreszenz gab. Verdünnungen von 1:10 konnten in den meisten 
Untersuchungen mit Mausserum nicht eingesetzt werden, da bei der Entnahme von Blut aus 
der Schwanzvene immer nur geringste Mengen an Blut gewonnen werden konnten (2-10 µl). 
Nach dem Töten der Mäuse stand genug Blutserum zur Verfügung, es zeigte sich jedoch, dass 
Serums-Konzentrationen unter 1:1.000 zu einer Verklumpung der Ascosporen und zu 
Problemen bei der FACS Messung führten. Die folgende Abbildung (III.2) ist die grafische 
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Auswertung der FACS-Ergebnisse von Venturia inaequalis-Ascosporen, die mit 
verschiedenen Verdünnungen des Serums einer immunisierten Maus inkubiert wurden. Als 
Kontrollen dienten hier das Präimmunserum, welches nur eine sehr geringe Reaktivität 
gegenüber den Ascosporen zeigte und FITC gekoppeltes ConA, das in Voruntersuchungen 
eine hohe Bindungsaffinität zu den Ascosporen gezeigt hatte. 
Die FACS-Analyse zeigt den durch die Immunisierung stark erhöhten Ascosporen-
spezifischen IgG-Antikörpertiter im Serum der immunisierten Maus. Selbst nach einer 
Verdünnung von 1:50.000 ist die Fluoreszenz der Ascosporen 10-fach höher als die der mit 
Präimmunserum behandelten Sporen. Die mit 1:1.000 am geringsten verdünnte Probe zeigt 
sogar eine höhere relative Fluoreszenz als die Ascosporen, die mit ConAFITC behandelt 
wurden. Anhand der FACS-Daten kann man davon ausgehen, dass die Immunisierung der 
Mäuse mit Venturia inaequalis-Ascosporen erfolgreich gewesen ist.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.III- 2: Titration der  polyklonalen Antikörper aus dem Serum immunisierter Mäuse. 
Serum aus einer mit Venturia inaequalis- Ascosporen immunisierten Maus (II.4) wurde auf 
bindende Antikörper untersucht. Aus einer Verdünnungsreihe von 1:100 bis 1:50.000 wurden je 100 µl 
auf 10.000 Ascosporen gegeben und im FACS auf gebundene Ak untersucht (II.7.9.1). Der Nachweis 
erfolgte über GAMFITC Ak. 1: nur Sporen; 2: Serum 1:1000; 3: Sporen+ConAFITC(pos. Kontrolle); 4: 
Serum 1:5000; 5: Serum 1:10.000; 6: Serum 1:50.000; 7: Präimmunserum (neg. Kontrolle). 
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III.3.1  Detektion extrahierbarer pilzlicher Proteine mittels 
polyklonaler Antikörper aus dem  Mausserum 
Nachdem die Bindung von spezifischen polyklonalen Antikörpern an ganze Ascosporen von 
Venturia inaequalis nachgewiesen werden konnte (III.1), sollte im folgenden Versuch 
festgestellt werden, ob es spezifische, von den Serumantikörpern erkannte Proteinfraktionen 
in der pilzlichen Zellwand gibt. Analog zu der bei Ruiz-Herrera et al (Ruiz-Herrera, Martinz 
et al. 2002) beschriebenen Methode wurden Venturia inaequalis- Ascosporen, Konidiosporen 
und Myzel sowie Verticillium dahliae Sporen in gleichen Mengen mit einer 2-prozentigen 
SDS-Lösung 10 Minuten bei 100°C extrahiert (II.3.3). Nach Auftrennung der Extrakte in 
einem 12-prozentigen SDS-Polyacrylamidgel und anschließendem Blot auf eine 
Nitrozellulosemembran (II.7.6) konnten über eine nachfolgende Inkubation mit dem Serum 
einer immunisierten Maus beim Ascosporenextrakt mehrere von den Serumantikörpern 
erkannte Proteinbanden visualisiert werden (Abb.III-3). Beim Extrakt aus Konidiosporen 
zeigte sich nur eine schwache Reaktion des Serums, gegenüber dem Myzel- und dem 
Verticillium-Extrakt konnte überhaupt keine Reaktion nachgewiesen werden. 
Parallel zu den Western Blot-Gelen II.3.1 wurde ein Gel mit den gleichen Proben für die 
Färbung mit Coomassie (II.7.5) angefertigt. Die Coomassie Färbung war nicht geeignet, die 
geringen im Gel befindlichen Mengen an Pilzproteinen nachzuweisen. Aus diesem Grund 
wurde ein neues Elektrophoresegel mit der gleichen Proteinmenge einer Silberfärbung 
unterzogen (II.7.6). Um optimale Bedingungen für die extrem sensitive Silberfärbung zu 
erhalten, wurden die Pilzextrakte in einem Fertiggel (Invitrogen) nach den Angaben des 
Herstellers pherographiert. Das Gel (NOVEX-System) hatte einen Acrylamid Gradienten von 
9 bis12 Prozent und lief in einem Bis-TRIS Puffersystem. Durch die  Silberfärbung konnten 
diverse Proteinbanden im Gel sichtbar gemacht werden (Abb.III-3). Eine bei 33 kDa 
liegenden Proteinbande ist sowohl in der Silberfärbung als auch im Western-Blot deutlich zu 
erkennen. Weiterhin gibt es keine Korrelationen zwischen Proteinbanden, die im 
silbergefärbten Gel deutlich hervortreten und den Banden, die im Western-Blot durch Serum-
Antikörper erkannt wurden. 
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Abb.III-3: Western Blot und Silberfärbung von pilzlichen Extrakten mit polyklonalem 
Mausserum: 
Silberfärbung: Extrakte aus Pilzsporen bzw. Myzel (II.3.3) wurden in einem NOVEX Bis-TRIS 
SDS- Fertiggel mit einem 9-12 prozentigen Acrylamid-Gradienten (Invitrogen) pherographiert (II.7.5). 
Anschließend erfolgte eine Silberfärbung (II.7.6). M: 7µl Prestained Protein Marker; 1: 25µl 
Ascosporenextrakt (Venturia); 2: 25µl Konidienextrakt (Venturia); 3: 25µl Myzelextrakt (Venturia); 4: 
25µl Sporenextrakt (Verticillium dahliae).  
Western-Blot: Extrakte aus Pilzsporen bzw. Myzel (II.3.3) wurden in einem 12 Prozent SDS-PAGE- 
Gel pherographiert (II.7.5) und anschließend auf eine Nitrozellulose Membran geblottet (II.7.6). M: 
7µl Prestained Protein Marker; 1: 25µl Ascosporenextrakt (Venturia); 2: 25µl Myzelextrakt 
(Venturia); 3: 25µl Konidienextrakt (Venturia); 4: 25µl Sporenextrakt (Verticillium dahliae). Der Blot 
wurde mit 1:1000 verdünntem Mausserum (II.4) inkubiert. Der Nachweis der gebundenen 
polyklonalen Ak (II.7.6) erfolgte durch Ziege-anti-Maus-Ak (GAMAP).  
 
III.2 Herstellung monoklonaler Antikörper 
Die aus den Milzen der immunisierten Mäuse isolierten B-Lymphozyten wurden mit 
Myelomazellen fusioniert und in HAT Selektionsmedium herangezüchtet (Monecke 1999). 
Nur die zu Hybridoma-Zellen fusionierten B-Lymphozyten wurden weiter kultiviert. Die 
Antikörper enthaltenden Kulturüberstände wurden 1:5 in PBS verdünnt und im ELISA 
(II.7.8) und FACS (II.7.9) auf an Ascosporen bindende Antikörper untersucht. Nach jedem 
„Screening“ wurden nur diejenigen Hybridomen weiter kultiviert, die Antikörper in den 
Kulturüberstand abgegeben hatten. Anschließend wurden diese einer limitierenden 
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Verdünnung unterzogen, bis sichergestellt werden konnte, dass die Zellen in einem 
Kulturnapf nur von einer Hybridomazelle abstammten. 
Die nach der ersten Fusion erhaltenen Hybridomen produzierten keine nachweisbaren, an 
Ascosporen bindende Antikörper. Während der Versuche stellte sich heraus, dass der ELISA 
mit Ascosporen ein sehr schlechtes Signal/Hintergrund-Verhältnis produzierte. Schwache 
positive Signale konnten nicht definitiv vom Hintergrund unterschieden werden. Weiterhin 
wurde festgestellt, dass bei weitem nicht jeder Hybridomaklon ausreichende Mengen an 
Antikörpern in das Kulturmedium abgibt, um zum Beispiel ein eindeutiges Signal im 
Immuno-Dotblot zu produzieren (II.11). 
Nach einer weiteren B-Zell-Fusion mit Myelomazellen wurden die Kulturüberstände zunächst 
in einem Immuno-Dotblot (II.11) auf die Sekretion von IgM- bzw. IgG-Antikörpern getestet. 
Hierbei zeigte sich, dass nur Hälfte der Hybridomenklone entsprechend Antikörper 
produzierten und damit ein klares Signal im Dotblot zu sehen war (Abb.III-4). Beispielhaft 
für insgesamt fünf 96well-Platten sind die Ergebnisse des Immuno-Dotblots für Platte 1 
dargestellt. 
 
Abb.III- 4: Immunodotblot mit Hybridoma-Überständen: 
50µl Hybridoma-Kulturüberstand aus Platte 1 wurde jeweils mit einer Dotblot-Apparatur auf eine 
Nitrozellulose-Membran übertragen und auf den Gehalt an IgG- bzw. IgM-Antikörpern untersucht 
(II.11). Der Nachweis der  Antikörper erfolgte über AP-gekoppelte anti-IgG- / IgM-Antikörper. Nur 
die mit einem Kreis markierten Hybridomaklone wurden für weitergehende Untersuchungen 
verwendet. 
 
Bei den Immuno-Dotblots zeigte sich, dass etwa 14 Prozent aller Hybridomen-Klone IgM-
Antikörper und etwa 35 Prozent IgG-Antikörper in den Kulturüberstand sezernierten. Die 
IgG-Antikörper IgM-Antikörper 
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andere Hälfte der Klone produzierte so wenig Antikörper, dass sie kein deutliches Signal im 
Dotblot produzierten und deshalb in die weitergehenden Untersuchungen nicht einbezogen 
wurden. Für das „Screening“ der Kulturüberstände wurde die FACS-Analyse gewählt, die 
sich schon bei der Bestimmung des Antikörpertiters in Maus-Seren als ideale Methode 
insbesondere zum Nachweis von geringen Mengen spezifisch bindender Antikörpern 
erwiesen hatte. Leider konnte beim „Screening“ der Hybridomaklone aus dieser Fusion kein 
Klon gefunden werden, der spezifisch an Ascosporen bindende Antikörper produzierte.  
Während der Untersuchung der Hybridomenüberstände stellte sich heraus, dass einige 
Kulturüberstände falsch positive Signale produzierten, weil sie noch Hybridomenzellen 
enthielten, auf deren Oberfläche der GAMFITC-Antikörper sehr gut band. Diese 
Hybridomenzellen zeigten in der FACS-Auswertung eine deutliche Fluoreszenzverschiebung. 
Bei der Analyse der FACS-Ergebnisse (Software: „CellQuest“, Becton&Dickinson) mit 
einem Dotplot, bei dem die gemessenen FSC-H-Werte (X-Achse) gegen die SSC-H-Werte 
(Y-Achse) aufgetragen wurden, erschienen die Hybridomen neben den V. inaequalis-
Ascosporen als weitere Zellpopulation. Die Auftragung der FSC-H gegen die SSC-H Werte 
ermöglicht es, Zellpopulationen unterschiedlicher Größe und Granularität voneinander zu 
unterscheiden, z.B. bei einem Gemisch aus Ascosporen und Hybridomen.  
 
Abb.III-5a: Dotplot-Analyse der FACS-Ergebnisse zweier Proben 
Jeder Punkt im Dotplot ist aus den Messwerten einer Zelle zusammengesetzt. Venturia inaequalis-
Ascosporen bilden eine distinkte Population (rote Ellipse) im Dotplot links. Ist die Probe mit 
Hybridomen durchsetzt, erscheinen diese aufgrund differenter Eigenschaften als zusätzliche 
Zellpopulation neben den Ascosporen  (blaues Polygon) im rechten Dotplot. SSC-H: „siteward 
scatter“(Wert für seitliches Streulicht, Sensor 90° zum Laserstrahl); FSC-H: „forward 
scatter“(Durchlicht, Sensor 180° zum Laserstrahl). 
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In Abb.III-5a sind zwei Dotplots abgebildet, der linke Dotplot zeigt eine Probe mit reinen 
Ascosporen (rote Ellipse), der rechte Plot eine mit Hybridomenzellen durchsetze Probe 
(blaues Polygon). Um die Messwerte verschiedener Zellpopulationen getrennt auswerten zu 
können, wird ein sogenanntes „gate“ gesetzt. Hierbei werden nur die Fluoreszenzwerte einer 
zuvor anhand des Dotplot eingegrenzten Zellpopulation ausgewertet. Zum Beispiel kann man 
für die Ascosporen und die Hybridomen jeweils ein eigenes „gate“ definieren, wie in Abb.III-
5c und Abb.III-5d dargestellt. Bei der anschließenden Auswertung kann man sich dann die 
Fluoreszenzwerte der einzelnen Zellpopulationen getrennt anzeigen lassen. 
 Abb.III-5b: Dotplot und Auswertung der Fluoreszenz aller Zellen einer Probe 
Sämtliche im Dotplot (links) gezeigten Messereignisse (Zellen) wurden in einem Histogrammplot 
(rechts) im Bezug auf ihre grüne Fluoreszenz hin ausgewertet. Die X-Achse des Histogramms 
(Relative Fluoreszenz) gibt die Werte der Grün-Fluoreszenz der einzelnen Zellen wieder, die Y-Achse 
die Anzahl der gemessenen Ereignisse zu jedem Wert auf der X-Achse.  
 
 
 
 
 
 
 
Abb.III-5c: Dotplot und Auswertung der Fluoreszenz der Hybridomenzellen 
Die im Dotplot (links) durch das blaue Polygon umgrenzten Messpunkte (Hybridomen) wurden in 
einem Histogrammplot (rechts) auf ihre Grün-Fluoreszenz hin ausgewertet. Die X-Achse des 
Histogramms (Relative Fluoreszenz) gibt die Werte der einzelnen Zellen wieder, die Y-Achse die 
Anzahl der gemessenen Ereignisse zu jedem Wert auf der X-Achse.  
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Abb.III-5d: Dotplot und Auswertung der Fluoreszenz der Ascosporen 
Die im Dotplot (links) durch die rote Ellipse umgrenzten Ascosporen (repräsentiert durch je einen 
Messpunkt) wurden in einem Histogrammplot (rechts) auf Grün-Fluoreszenz hin untersucht. Die X-
Achse des Histogramms (Relative Fluoreszenz) gibt die Werte der einzelnen Zellen wieder, die Y-
Achse gibt die Anzahl der gemessenen Ereignisse zu jedem Wert auf der X-Achse.  
 
Durch die selektive Analyse der Grünfluoreszenz-Werte der Ascosporen und Hybridomen 
(Histogramme) konnte eindeutig gezeigt werden, dass der Anstieg der Werte für die relative 
Fluoreszenz der gesamten Probe (AbbIII-5b) nur auf die Kontamination der Ascosporen mit 
Hybridomenzellen zurückzuführen ist (Abb.III-5c). Die Ascosporen allein (Abb.III-5d) 
zeigten nach einer selektiven Auswertung keine gesteigerten Grünfluoreszenz-Werte 
gegenüber der Kontrolle. Die Kontrolle (nicht abgebildet) bestand aus  unbehandelten 
Ascosporen. 
 
III.4 „Phage Display“ 
Da es nicht möglich war, mit der Hybridoma-Technologie spezifische monoklonale 
Antikörper herzustellen, wurde parallel hierzu die Antikörper-„Phage Display“ Methode 
(McCafferty, Griffiths et al. 1990; Barbas, Kang et al. 1991; Clackson, Hoogenboom et al. 
1991) angewandt. Mit Hilfe des Antikörper-„Phage Display“ können wichtige Eigenschaften 
des natürlichen Immunsystems imitiert werden.  Die klonale Selektion Antigen-bindender B-
Lymphozyten mit Hilfe des Antigens wird beim „Phage Display“ alternativ verwirklicht. So 
wird durch die Selektion über den spezifisch bindenden Antikörper auf der Oberfläche des 
Phagen, dieser im Laufe des „Phage Display“ immer stärker angereichert und amplifiziert 
(Marks, Hoogenboom et al. 1991; Griffiths, Williams et al. 1994).  
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III.4.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Milz-Zellen immunisierter Mäuse 
Mit Venturia inaequalis-Ascosporen immunisierte Mäuse (III.1) wurden getötet und die Milz 
entnommen. Das Milz-Gewebe wurde mit einer Schere grob zerkleinert und sofort in 5 ml 
TRIzol Reagenz (Invitrogen) mit Hilfe eines Rotor-Stator-Homogenisierers homogenisiert. 
Die weitere Gewinnung der RNA verlief nach Herstellerangaben. In der Regel war das 
Gesamt-RNA Pellet am Ende der Prozedur nicht sauber genug, was sich schon in der 
gelblichen Farbe des Pellets zeigte. Deshalb wurde die RNA ein weiteres Mal in einem 
kleinen Volumen Trizol-Reagenz aufgereinigt. Die so erhaltene RNA zeichnete sich durch 
hohe Stabilität aus und war frei von Kontaminationen z.B genomischer DNA. In einer 
Gelelektrophorese wurden Reinheit, Integrität und Konzentration der so gewonnenen Gesamt-
RNA bestimmt (II.2.3.3). Die Abbildung III-6 zeigt das Agarosegel mit DNA-Marker und 
verschiedenen Mengen an Gesamt-RNA nach der Elektrophorese. 
 
 
Abb.III-6: Gesamt-RNA wurde wie in III.4.1 
beschrieben aus Milzzellen gewonnen und 
gelelektrophoretisch aufgetrennt (II.2.3.3). Es wurde 
ein  Formaldehyd-Agarosegel eingesetzt, das eine 
hohe Stabilität und Integrität der RNA während der 
Elektrophorese garantiert. 28S und 18S: Größe der 
ribosomalen RNA (rRNA) in Svedberg-Einheiten (S).  
M: Lambda PstI DNA-Marker; 1: 8 µl Gesamt-RNA; 
2: 5 µl Gesamt-RNA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  M            1          2 
28S 
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Abb. III-7: Strategie zur Herstellung einer scFv-Phagenbibliothek: 
VH: variable Domäne der schweren Antikörperkette, VL: variable Domäne der leichten Kette; 
pHEN4II Hi: Phagemidvektor zur Herstellung einer scFv-Phagenbibliothek, in den die entsprechend 
geschnittenen VH- und VL-Fragmente kloniert wurden, MPDVHF1-16 und MPDVLF1-15: „forward“-
Primer zur Amplifizierung der variablen Domänen der schweren und leichten Antikörperketten, 
entsprechend MPDVHBII 1-5/ MPDVLB1-5: „back“-Primer; MuPD 30/31: cDNA-Primer zur 
Amplifikation der variablen Domänen der leichten Kette, COH 30/32: cDNA-Primer zur Vermehrung 
der variablen Domänen der schweren Antikörper-Kette.  
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III.4.2 Herstellung einer scFv-Phagenbibliothek 
Für die cDNA-Synthese wurde die Gesamt-RNA mit Hilfe des SUPERSCRIPT™ 
Preamplification System” Kit (Invitrogen) mit den geeigneten cDNA-Primern (siehe Schema 
Abb.III-6)  nach Angaben des Herstellers  in cDNA umgeschrieben. Die Verwendung von 
aufgereinigter mRNA gegenüber Gesamt-RNA ergab keinen quantitativen und qualitativen 
Unterschied im Ergebnis der RT-PCR. Aus diesem Grund wurde der technisch und finanziell 
aufwendige Schritt der spezifischen mRNA-Aufreinigung ausgelassen und größte Teil der 
RT-PCR für die Amplifikation der VH - und VL –Fragmente mit Gesamt-RNA durchgeführt.  
Aus der mit den Primern COH30 (IgG 1-spezifisch), COH32 (IgG 2 a/b -spezifisch)  und Ig56 
(IgM-spezifisch) synthetisierten cDNA wurden mit 16 „front-Primern (MPDVHF 1-16) und 5 
„back“-Primern (MPDVHB 1-5) über eine PCR die VH -Abschnitte amplifiziert. Die 
Elektrophorese der PCR-Produkte zeigt eine Bande mit der erwarteten Größe der VH-
Domänen von etwa 380 Basen. In Abb.III-8 sind die PCR-Ergebnisse auf Basis der COH30-
cDNA nach der Gelelektrophorese zu sehen.  
 
 
 
 
 
Abb. III-8: PCR Amplifikation der VH-Fragmente: 
Die PCR-Amplifikation der VH-Antikörperdomänen (II.2.12) wurde mit in cDNA transkribierter 
mRNA (II.2.11) durchgeführt. Die „back“-Primer MPDVHBII 1-5 wurden als Mix verwendet, 
während jeweils nur einer der „front“-Primer MPDVHF 1-16 pro PCR eingesetzt wurde. Je 8 µl aus 
jeder PCR wurden in einem 1,2 prozentigen (w/v) Agarosegel aufgetrennt (II.2.3.3). M: 5 µl Lambda-
PstI DNA-Marker; Proben 1-16: PCR-Produkte mit “front”-Primern MPDVHF 1-16. 
 
Auf Basis der mit den Primern MuPD 30 (VL-kappa-spezifisch) synthetisierten cDNA wurden 
mit 13 „front-Primern (MPDVLF 1-13) und einem Mix von 4 „back“-Primern (MPDVLB 1-
4) über eine PCR die VH-kappa-Abschnitte amplifiziert. Mit dem „back“-Primer MPDVLB 5 
und den „front“-Primern MPDVLF 14 +15 und der MuPD 31 cDNA (VL lambda-spezifisch) 
wurden die VL-lambda-Abschnitte vermehrt. Die Elektrophorese der PCR-Produkte für VL 
M       1       2      3      4      5       6      7      8       M     9    10    11    12    13     14     15    16     M 
~ 380 Bp 
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kappa zeigt eine Bande mit der erwarteten Größe der VL-Domänen von etwa 350 Basen 
(Abb.III-9; VL lambda nicht abgebildet).  
 
 
 
 
 
 
Abb. III-9: PCR Amplifikation der VL-Fragmente: 
Die PCR-Amplifikation der VL-Antikörperdomänen (II.2.12) wurde mit in cDNA transkribierter 
mRNA (II.2.11) durchgeführt. Die „back“-Primer MPDVLB 1-4 wurden als Mix verwendet, während 
jeweils nur einer der „front“-Primer MPDVLF 1-13 pro PCR eingesetzt wurde. Je 8 µl aus jeder PCR 
wurden in einem 1,2 prozentigen (w/v) Agarosegel aufgetrennt (II.2.3.3). M: 5 µl Lambda-PstI DNA-
Marker; Proben 1-13: PCR-Produkte mit “front”-Primern MPDVLF 1-13.  
 
Die vereinigten PCR-Produkte für die VH- und VL-Antikörperfragmente wurden dem Qiagen 
„PCR-Purification“ Kit aufgereinigt. Danach erfolgte entsprechend ihrer späteren Klonierung 
in den pHEN4II Hi-Vektor ein Doppelverdau: die VH-Fragmente wurden mit den Enzymen 
SfiI und BstEII, die VL-Fragmente mit AscI und NotI nach Angaben des Herstellers (NEB) 
geschnitten (II.2.3.2). Nach dem Verdau erfolgte eine Auftrennung  der Produkte in einem 1,2 
prozentigen Agaraosegel. Hieraus wurden die DNA-Banden der entsprechenden Größe 
(~380Bp für die VH und ~350Bp für die VL) herausgeschnitten und mit dem „Gel-
Purification“-Kit von Qiagen aus dem Gel reisoliert (II.2.3.4). Die so geschnittenen 
Fragmente wurden über eine Zweischritt-Klonierung (II.2.3.13) in den pHEN4II Hi-Vektor 
ligiert und in elektrokompetente E. coli-XL1-Blue kloniert. Der Erfolg der Klonierung, die 
Größe der entstandenen scFv-Bibliothek, und deren Variabilität wurden sowohl über eine 
Kolonie-PCR mit 60 Einzelklonen mit anschließendem BstNI-Fingerprint-Verdau und der 
Sequenzierung von 25 dieser Einzelklone (II.2.3) überprüft. Anhand dieser Untersuchungen 
wurde die Größe der hergestellten Bibliothek auf   ca. 5x106  verschiedene Klone extrapoliert.   
 
 
~ 350 Bp 
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III.4.3 Bio-Panning der scFv-Bibliothek mit V. inaequalis Ascosporen 
Mit den unter II.6 beschriebenen Methoden wurde nach Adaption der „Bio-Panning“-
Prozeduren an lebende Zellen (Tur, Huhn et al. 2001) ein „Panning“ mit  Venturia inaequalis- 
Ascosporen durchgeführt. Die bei Tur et al. beschriebenen Vorteile der Selektion bei 
niedrigen pH konnte für das Screening mit V. inaequalis Ascosporen nicht bestätigt werden. 
Das Screening bei einem pH von 7,4 erwies sich letztlich als erfolgreich. Indizien der 
erfolgreichen Selektion waren einerseits die nach jedem Panning um den Faktor 10 erhöhte 
Zahl der eluierten Phagen und der stets gleich bleibende Anteil an Phagen mit scFv-Insert 
nach jeder „Panning“-Runde (Ergebnisse nicht gezeigt).  Nach der 3. Runde wurden 20 
Phagenklone in einer Kolonie-PCR (II.2.3.8) mit im Vektor bindenden Primern  
(Sequenzierungsprimer #8 und #9; siehe Anhang) auf vorhandene scFv-Inserts getestet 
(Abb.3-10). Die Gelelektrophorese der PCR-Produkte zeigte eine DNA-Bande mit der 
erwarteten Größe von  etwa 1,1kB. 
 
 
 
 
Abb. III-10: Kolonie-PCR nach drei „Bio-Panning” Runden: 
Mit 20 ausgesuchten Bakterienkolonien nach der 3. „Panning“-Runde (II.6.4) wurde eine Kolonie 
PCR (II.2.3.8) durchgeführt. 10 µl des Ansatzes wurden in einem 1,2 prozentigen Agarosegel 
aufgetrennt (II.2.3.3). 1-20: PCR-Proben 1-20; M: 5 µl Lambda-PstI DNA-Marker; -K: PCR-Negativ-
Kontrolle. 
 
 
 
 
 
Abb. III-11: BstNI-Fingerprinting nach der Kolonie-PCR: 
Der BstN I-Verdau (II.2.3.13) wurde mit 20 µl der Kolonie PCR durchgeführt. Die verdauten PCR-
Produkte wurden in einem 3,5 prozentigen Agarosegel aufgetrennt (II.2.3.3). 1-20: verdaute PCR-
Proben 1-20; M: 5 µl 2Log DNA-Marker (NEB). 
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Nachdem geklärt war, dass jeder Phagenklon ein scFv-Insert enthielt wurde mit den PCR-
Produkten ein BstNI-Fingerprint-Verdau durchgeführt (Abb.III-11). 
Durch den Vergleich des DNA-Bandenmusters (Abb.III-11) kann man Aussagen über die 
Ähnlichkeiten der Klone auf DNA-Ebene machen.  12 der 20 Klone wiesen nach dem BstNI-
Verdau ein gleiches Bandenmuster auf. Beweis dafür, dass eine deutliche Anreicherung eines 
spezifischen Phagen stattgefunden hatte. Insgesamt lagen 6 verschiedene Phagen 
(Restriktionsmuster) vor. 
III.4.3 Evaluation der Bindungseigenschaften von selektierten Phagen 
Nach dem 3. „Panning“ wurde ein „Rescue“ (II.6.2) der polyklonalen Phagen durchgeführt 
und der Phagentiter (II.6.3) bestimmt. Anschließend wurden 20.000 Ascosporen mit 1012 pfu 
(plaque forming units) polyklonalen Phagen inkubiert. Die Detektion gebundener Phagen 
erfolgte mit anti-M13 und einem FITC-gekoppelten Ziege-anti-Maus-Ak. in einer FACS-
Analyse (II.7.9.4). Als Negativ- Kontrolle dienten unselektierte Phagen einer humanen scFv-
Bibliothek (Abb.III-12).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. III-12: FACS-Analyse mit Ascosporen und polyklonalen Phagen nach dem 3.“Bio-
Panning“: 
Die nach der 3. Selektionsrunde gewonnenen Phagen (II.6.4) wurden vermehrt (II.6.2) und mit 
Venturia inaequalis  inkubiert. Die Ascosporen wurden in einer FACS-Analyse auf gebundene 
Phagen (II.7.9.4) untersucht. Der Nachweis der Phagen erfolgte mit anti M13 mAk und GAMFITC Ak. 
1: Nur Sporen; 2: Sporen+polyklonale Phagen nach 3. Selektionsrunde; 3: Sporen+nicht selektionierte 
polyklonale Phagen; 4: Sporen nur mit anti-M13- und Nachweisantikörper (GAMFITC). 
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Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass die angereicherten Phagen spezifisch an Venturia 
inaequalis-Ascosporen binden. Die zur Evaluierung der scFv-Komponente der Phagen mit 40 
Einzelklonen durchgeführte Expression des scFv-Fragmentes in den Kulturüberstand (II.6.5) 
und anschließende Analyse auf Ascosporen führte zu sechs bindenden scFv-Antikörpern, 
Klon #18, #22, #34, #35, #37, und #40 (Abb.III-13). Um auszuschließen, dass eventuell 
Phagen-Komponenten an der Bindung beteiligt waren, wurde E. coli TG1 mit einem pHEN4II 
Hi-Vektor ohne scFv-Insert transformiert und unter den gleichen Bedingungen wie die scFv-
Klone inkubiert. 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. III-13: Evaluation von sezernierten scFv-Ak mittels FACS-Analyse: 
Zur Auswertung der Bindungsaktivität der scFv-Klone nach dem 3. „Bio-Panning“ (II.6.5) wurden die 
exprimierten scFv von 40 Klonen auf ihre Bindung an Venturia inaequalis-Ascosporen überprüft. 
Der Nachweis gebundener scFv-Ak erfolgte über anti-His6 und GAMFITC-Ak und wurde am FACS 
(II.7.9.3) gemessen. 1: nur Sporen; 2: Negativ-Kontrolle (Überstand TG1, transformiert mit pHEN4II 
Hi-Vektor ohne scFv-Insert); 3:Klon #18; 4: Klon #22; 5: Klon #37; 6: Klon #34; 7: Klon #35; 8: Klon 
#40.  
 
III.5 Expression und Aufreinigung ausgesuchter scFv 
Drei der sechs an Ascosporen bindenden scFv-Ak-Klone (#18, #22, #40) wurden zur 
Gewinnung einer größeren Menge Antikörper in E.coli-TG1 periplasmatisch exprimiert und 
anschließend in einer Affinitätschromatographie (Ni-NTA) aufgereinigt. Der pHEN4II Hi- 
Vektor bringt alle benötigten Eigenschaften bereits mit: die genetische Information für ein 
aminoterminales bakterielles „leader“-Peptid (pelB) das für einen gerichteten Transport des  
Expressionsprodukts in das Periplasma sorgt und ein carboxyterminales Hexahistidyl-
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Oligopeptid (His6-„Tag“), das die Aufreinigung des Proteins über Metall-
Affinitätschromatographie mittels NiNTA-Matrix ermöglicht (Hochuli, Bannwarth et al. 
1988). Die gerichtete Expression in den periplasmatischen Raum hat den Vorteil, dass die 
korrekte Faltung des scFv-Proteins und vor allem, die Knüpfung von Disulfidbrücken 
stattfinden kann (Glockshuber, Malia et al. 1990) kann. Ein weiteres Oligopeptid, das humane 
c-myc-Peptid (Marks, Hoogenboom et al. 1991) schließt sich N-terminal an das His6-Motiv 
an und bietet neben diesem eine alternative Möglichkeit, das Vollängen-scFv-Protein mit 
Hilfe eines spezifischen anti-c-myc-Antikörpers immunologisch nachzuweisen. 
Jeweils ein Liter Schüttelkultur der bakteriellen Klone #18, #22 und #40 wurden angeimpft 
und bei einer OD600=0,6 mit 1mM IPTG induziert. Die Schüttelkulturen wurden während der 
Induktion bei 20°C für 6 Stunden inkubiert und die Bakterien anschließend durch 
Zentrifugation geerntet (II.7.1). Die Isolierung der periplasmatischen Proteine inklusive der 
scFv-Ak erfolgte wie unter II.7.2 beschrieben. Nach einer Dialyse der gewonnenen 
periplasmatischen Proteine über Nacht, folgte die Aufreinigung und Konzentrierung der scFv 
über NiNTA-Säulen (II.7.4.1). Die Aufreinigung des scFv #22 wird exemplarisch gezeigt. 
Aus jedem Aufreinigungsschritt wurde je eine Probe in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Ein Gel 
wurde mit Coomassie gefärbt, ein weiteres wurde in einem Western Blot verwendet (Abb.III-
14). 
 
 
 
 
 
 
Abb.III-14: SDS-PAGE Analyse der NiNTA Aufreinigung  des scFv-Ak #22: 
Der scFv #22 wurde in E.coli TG1 periplasmatisch exprimiert (II.7.1) und anschließend über NiNTA-
Säulen aufgereinigt (II.7.4.1). Proben aus jedem Aufreinigungsschritt wurden in einem 12 prozentigen 
SDS-PAGE Gel pherographiert und anschließend mit Coomassie gefärbt (II.7.5). Ein identisches Gel 
wurde für einen Western Blot (II.7.7) verwendet. Der Nachweis der scFv-Fragmente erfolgte durch 
Maus anti-His6-Ak und Ziege-anti-Maus-Ak (GAMAP). M: 7 µl Prestained Protein Marker; von den 
Proben 1-8 wurden jeweils 15 µl aufgetragen: 1: nach dreimaligem NiNTA-Säulen-Durchlauf; 2: 
Waschen mit Waschpuffer (P1); 3: Waschen mit P1+10mM Imidazol; 4: P1+20mM Imidazol; 5: 
P1+40mM Imidazol; 6: Elution mit P1+250mM Imidazol; 7: 2. Elution mit P1+250mM Imidazol ; 8: 
Elution mit P1+500mM Imidazol; 9: aufgereinigter scFv M12 (ca.10 µg Protein). 
M   1     2    3     4     5    6    7    8    9 
33 
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Das Coomassie-gefärbte Gel und der Western-Blot zeigen den Erfolg der Aufreinigung des 
scFv-Antikörper mit Hilfe des His6-„tag“. Im Durchlauf (Probe1) und in den ersten zwei 
Waschfraktionen (Probe 2+3) ist sowohl im Coomassie als auch im Western-Blot keine scFv-
Proteinbande zu sehen. Ab einer Imidazolkonzentration von 20mM werden nicht nur 
unspezifisch gebundene Proteine, sondern auch schon geringe Mengen an scFv-Protein von 
der Säule gewaschen, was zunächst aber nur an der schwachen ca. 30 kDa großen Bande im 
Western-Blot zu erkennen ist. Ab einer Imidazolkonzentration von 40mM wird auch der 
scFv-Antikörper in größeren Mengen von der Säule eluiert, was in Coomassie und Western-
Blot zu sehen ist (Probe 5). Eine deutliche Anreicherung des Antikörpers kann man in den 
Elutionsfraktionen mit 250mM und 500mM Imidazol finden (Proben 6-8). Die Größe des 
eluierten scFv #22 stimmt genau mit der Größe eines zur Kontrolle aufgetragenen 
hochaufgereinigten scFv (scFv M12, Probe 9) überein. Im Western-Blot werden neben der für 
scFv-Ak zu erwartenden Proteinbande weitere schwächere Banden detektiert. Die stärkste 
Bande findet sich im Bereich zwischen 17 und 25 kDa. Diese Bande kann man auch bei dem 
hochaufgereinigten scFv M12, der als Kontrolle mit aufgetragen wurde identifizieren. Diese 
zusätzliche vom anti-His6-Antikörper erkannte Bande ist auf eine Degradation der scFv-Ak 
zurückzuführen (persönliche Mitteilung, Dr. Ricarda Finnern, RWTH-Aachen, Bio VII). 
Nachdem der Erfolg der Aufreinigung des scFv #22 über Western-Blot und Coomassie-
Färbung nachgewiesen war, wurde nun der Anteil funktionaler scFv-Ak in den einzelnen 
Aufreinigungsschritten bestimmt. Die Inkubation von 10.000 Ascosporen mit jeweils 25 µl 
aus den Wasch- und Elutionsfraktionen erfolgte wie unter II.7.9.3 beschrieben. Die 
Ergebnisse des Versuches sind in der Abbildung (Abb.III.-15) zu sehen. 
Die Untersuchung der einzelnen Wasch-und Elutionsfraktionen zeigt eindeutig, dass mit 
steigender Imidazolkonzentration der Anteil bindender scFv-Antikörper zunimmt, die von der 
NiNTA-Säule eluiert werden. Es besteht jedoch eine Diskrepanz zwischen der durch 
Commassie-Färbung und Western-Blot nachgewiesenen Proteinmenge (Abb.III-14) und dem 
tatsächlich bindenden Anteil innerhalb der scFv-Fraktion. Während bei der 500mM-Imidazol 
-Elutionsfraktion im Coomassie und Western-Blot die nachgewiesene Menge an scFv-Protein 
relativ gering ist, findet sich hier im Verhältnis zum eingesetzten Volumen der höchste Anteil 
an bindenden scFv-Antikörpern, was sich in der größten Fluoreszenzverschiebung aller 
Proben zeigt (Abb.III-17). Im Gegensatz dazu zeigt die erste 250mM-Immidaziol-
Elutionsfraktion (Probe 5 Abb.III-17) eine geringere Fluoreszenzverschiebung als die 
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500mM-Elution, obwohl die im Coomassie und im Western-Blot nachgewiesene Menge an 
scFv-Protein erheblich größer ist. 
 
Abb. III-15: FACS-
Analyse mit Ascosporen 
und Wasch- und 
Elutions-fraktionen der 
NiNTA-Aufreinigung: 
Venturia inaequalis- 
Ascosporen wurden mit 
den Waschfraktionen der 
NiNTA-Aufreinigung 
(II.7.4.1) von scFv-Klon 
#22 inkubiert. Der 
Nachweis von scFv-Ak 
in den Fraktionen 
erfolgte über anti-His6 
und GAMFITC-Ak und 
wurde in einer 
anschließenden FACS-
Analyse (II.7.9.3) 
dokumentiert. 1: nur 
Sporen; 2: Waschen mit 
Waschpuffer 
(P1)+10mM Imidazol; 
3:Waschen mit 
P1+20mM Imidazol; 4: 
Waschen mit P1+40mM 
Imidazol. 5: Elution mit 
P1+250mM Imidazol; 6: 
2. Elution mit 
P1+250mM Imidazol , 7: 
Elution mit 500mM 
Imidazol. Die Ergebnisse 
sind aus Gründen der 
Übersichtlichkeit in zwei 
Histogrammen 
dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
Die Aufreinigung der beiden übrigen scFv-Ak-Klone,  #18 und #40, erfolgte nach dem 
gleichen Schema wie die des #22. Auch hier wurde parallel E.coli-TG1 mit leerem pHEN4II 
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Hi-Vektor den gleichen Prozeduren unterzogen. Dieser Ansatz diente als Negativ-Kontrolle. 
Der Erfolg der periplasmatischen Expression im ein Liter-Maßstab und der anschließenden 
Ni-NTA-Aufreinigungen aller drei scFv-Ak wurde abschließend in einer FACS-Analyse 
(II.7.9.3) dokumentiert (Abb.III-.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. III-16: Periplasmatische Expression und NiNTA-Aufreinigung ausgesuchter scFv: 
Ausgewählte scFv wurden im 1l Maßstab periplasmatisch exprimiert (II.7.1) und über NiNTA-Säulen 
aufgereinigt (II.7.4.1). Venturia inaequalis- Ascosporen wurden mit den Eluaten der Aufreinigungen 
inkubiert. Der Nachweis gebundener scFv Ak erfolgte über anti-His6 und GAMFITC-Ak und wurde in 
einer anschließenden FACS-Analyse (II.7.9.3) dokumentiert. 1: nur Sporen; 2: Negativ Kontrolle 
(TG1); 3:Eluat #22; 4: Eluat #18; 5: Eluat #40 (jeweils 250 und 500mM Imidazol-Fraktionen 
vereinigt. 
 
III.6 Immunofluoreszenz-Mikroskopie mit scFv-Ak 
Zur fluoreszenzmikroskopischen Analyse der Bindung der in III.5 beschriebenen scFv-Ak 
#18, #22, und #40 wurden Venturia inaequalis- Ascosporen wie unter II.8 beschrieben mit 
den Antikörpern inkubiert. Der einzige Unterschied zu den bisher durchgeführten 
Untersuchungen wie ELISA und FACS bestand im Nachweisantikörper. Dieser war für die 
Fluoreszenzmikroskopie mit einem sehr stabilen Fluorochrom (Alexofluor 488; Molecular 
Probes) gekoppelt.  Die Anregungs- und Emissionswellenlänge des konjugierten 
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Fluorochroms liegen bei 578 nm, bzw. 603 nm. Die grüne Fluoreszenz wurde mit einem 
speziellen Bandpass Filterset an einem Leica-Mikroskop isoliert und anschließend mit einer 
CCD Kamera dokumentiert. Es wurde ein 63x Ölimmersionsobjektiv der Firma Leica 
verwendet. Die Aufnahmen wurden mit der Software Metaview beziehungsweise mit Adobe 
Photoshop bearbeitet. 
Die mit den scFv-Fragmenten (#18, #22, #40) inkubierten V. inaequalis-Ascosporen zeigten 
eine deutliche, auf eine spezifische Bindung zurückzuführende grüne Fluoreszenz. Als 
Negativ-Kontrollen dienten Ascosporen, die entweder gar nicht oder nur mit den anti-His6- 
und GAMALEXA-Ak behandelt wurden. Bei den unbehandelten Ascosporen war 
erwartungsgemäß keine Fluoreszenz zu entdecken. Bei den nur mit beiden 
Nachweisantikörpern behandelten Sporen wurde eine sehr geringe Fluoreszenz auf der 
Sporenoberfläche nachgewiesen. Diese lag um den Faktor 1.000 unter der Fluoreszenz der 
zuvor mit den spezifischen scFv-Ak behandelten Sporen und war mit der CCD-Kamera auch 
bei maximaler Belichtungsdauer nicht dokumentierbar. 
Zur Bewertung einer möglichen Kreuzreaktivität der scFv-Antikörper gegenüber Sporen 
anderer Spezies wurden Sporen der Pilze Verticillium dahliae, Alternaria alternaria, 
Plectospharella spec. und Botrytis cinerea wie unter II.8 beschrieben mit dem scFv #18, #22, 
und #40 inkubiert. Bei allen getesteten Sporen konnte keine signifikante Steigerung der durch 
den GAMALEXA -Ak hervorgerufenen Hintergrundfluoreszenz festgestellt werden (Abb.III-
20). Die Ausnahme bildeten mit scFv #40 inkubierte  Botrytis-Sporen Steigerung der 
Hintergrundfluoreszenz wurde gegenüber den festgestellt. Aus Gründen der Übersichtlichkeit 
sind in Abb.III-18 nur die Auswertungen für den scFv #40 abgebildet. Die dargestellten 
Fluoreszenzbilder sind bei maximaler Belichtungsdauer der Kamera (15 Sekunden) 
entstanden. Die in Abb.III-17 zu sehenden Fluoreszenzbilder mit V. inaequalis Ascosporen 
sind mit Belichtungszeiten zwischen 200 und 500 Millisekunden entstanden, die 
Fluoreszenzintensität war also um den Faktor 100 stärker.    
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Abb. III-17: Immunfluoreszenz-Mikroskopie mit Ascosporen: 
Venturia inaequalis-Ascosporen wurden mit NiNTA-aufgereinigten  (II.7.4.1) scFv-Antiköpern der 
Klone #40 (Reihe A), #22 (Reihe B) und #18 (Reihe C) inkubiert. Der Nachweis der scFv Ak erfolgte 
über anti-His6 und GAMALEXA Ak. Die Sporen wurden mit einem 63x Ölimmersionsobjektiv an einem 
Leica-Fluoreszenzmikroskop mit Hilfe einer CCD-Kamera aufgenommen. Die dargestellten 
Aufnahmen wurden jeweils mit Transmissionslicht (linke Aufnahme) und emittiertem Licht nach 
Anregung (rechte Aufnahme) gemacht und wurden dann mittels der Metaview®-Software 
übereinander gelegt (Mittlere Abbildung). Der Maßbalken entspricht 10 µm. 
C 
B 
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Abb. III-18: Immunfluoreszenz-Mikroskopie mit verschiedenen Pilzsporen: 
Sporen verschiedener Pilze wurden mit NiNTA-aufgereinigtem  (II.7.4.1) scFv-Ak #40 inkubiert. Der 
Nachweis der scFv-Ak erfolgte über anti-His6 und GAMALEXA Ak. Die Sporen wurden mit einem 63x 
Ölimmersionsobjektiv an einem Leica-Fluoreszenzmikroskop mit Hilfe einer CCD-Kamera 
aufgenommen. Linke Spalte: Transmissionslicht; rechte Spalte: Fluoreszenzlicht; Overlay: mittlere 
Spalte. Verwendete Pilzspezies von oben: Reihe A: Plectospaerella spec.; Reihe B: Verticillium 
dahliae, Reihe C: Botrytis cinerea; Reihe D: Alternaria alteraria. Der Maßbalken entspricht 10 µm. 
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III.7 Western-„Screening“ einer cDNA-Bibliothek aus Venturia 
inaequalis   
Die in diesem Versuch verwendete, im λ-ZAP-Express® (Stratagene) klonierte cDNA-
Bibliothek wurde von Prof. Dr. Matthias Hahn (Universität Kaiserslautern) aus Venturia 
inaequalis hergestellt und zur Verfügung gestellt. Lambda-Phagen Expressionsbibliotheken 
eröffnen die Möglichkeit, in einem Versuchsansatz Hunderte bis Tausende Klone zu testen, 
um ein vom Antikörper erkennbares Antigen zu identifizieren (Chauthaiwale, Therwath et al. 
1992). Wird ein Klon identifiziert, kann man durch eine Sequenzierung sehr schnell nähere 
Informationen über das durch den cDNA-Abschnitt kodierte Antigen gewinnen. Weitere 
Verfahren wie 5-prime RACE (Krackhardt, Witzens et al. 2002) ermöglichen die 
Rekonstruktion der Volllängen-cDNA mit der man weitere Aufschlüsse über ein Gen 
gewinnen kann. Generell kann die „Screening“-Prozedur der λ-Zap-Express Bibliotheken mit 
Phagen oder mit Bakterienkolonien stattfinden. Da das Kolonie-„Screening“ bereits 
erfolgreich getestet wurde (De Vetten, Wolters et al. 2003) wurde es hier angewandt. 
Für ein Kolonie-„Screenig“ muß man zunächst eine in vivo-Excision vornehmen. In einer 
Massenexcision (II.9.3) wird das dem λ-Phagemid zugrunde liegende und das cDNA-Insert 
enthaltende Basisphagemid, in diesem Fall pBK-CMV, durch einen Helferphagen (ExAssist) 
ausgeschnitten. Der ExAssist-Helferphage dient zusammen mit dem Bakterienstamm XLOLR 
der effizienten Excision der pBK-CMV-Phagemide aus dem λ-ZAP-Express-Vektor, während 
Probleme durch Co-Infektion der Bakterien mit dem Helferphagen unterbunden werden. Der 
ExAssist-Helferphage enthält ein Amber-Stopcodon, welches die Vermehrung von Wildtyp-
Helferphagen in „non-suppressor“-Stämmen wie XLOLR verhindert. Deshalb werden nur die 
ausgeschnittenen Phagemide in den Bakterien vermehrt.  
Nach der Excision und der Bestimmung des Phagemidtiters (II.9.2) (pfu/ml) wurden 2000 bis 
5.000 Bakterienkolonien auf großen Petrischalen mit LB-Agar und Kanamyzin plattiert. 
Gewachsene Kolonien wurden mit einem Roboter (QPIX II-Roboter) in 384well-
Kulturplatten mit 70 µl LB und Kanamyzin überimpft. Nach zwei Tagen wurden die Klone 
aus je zwei 384well-Platten mit einem BIOMEK 2000-Roboter (Beckmann-Coulter) auf 
7x14cm Nitrozellulosemembranen transferiert, die auf Agarplatten mit LB+2mM IPTG und 
Kanamyzin lagen. Zur Vermeidung falsch positiver Signalen beim immunologischen 
Nachweis wurden von jedem Bakterienklon jeweils zwei Punkte auf jede Membran 
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übertragen. Die Expression der auf dem cDNA-Insert des Phagemides kodierten genetischen 
Information erfolgte über Nacht bei 30°C (II.9.4). 
Nach der Entfernung der Bakterienkolonien (II.9.5) wurden die Nitrozellulosemembranen zur 
Immunodetektion der von den Klonen gebildeten Proteine mit den in III.5 beschriebenen 
svFv-Antikörpern inkubiert. Als Kontrolle wurde eine weitere Membran mit präabsorbiertem 
Mausserum inkubiert, anhand derer die Methode des Western-„Screenings“ erklärt werden 
soll (Abb.III-19). 
 
 
 
 
 
Abb. III-19: Western-„Screening“ von cDNA-Klonen auf Nitrozellulosemembranen: 
Auf eine 7 x 14,5cm große Nitrozellulosemembran wurden mit einem BIOMEK 2000-Roboter die 
bakteriellen Klone einer Venturia inaequalis-cDNA-Bank aus zwei 384well-Platten mit je zwei 
Impfpunkten pro Klon transferiert und die Membran auf LB-Agar+Kanamyzin+2mM IPTG ü.N. zur 
Induktion der Proteinexpression bei 30°C inkubiert. Die Immunodetektion der gebildeten Proteine 
erfolgte mit präabsorbiertem Mausserum, und Peroxidase gekoppeltem Ziege-anti-Maus-Ak 
(GAMHRPO). Die Entwicklung erfolgte mit Diaminobenzidin (DAB, SIGMA-FAST-Kit). 
 
Die Immuno-Detektion musste zunächst an die Versuchsbedingungen angepasst werden. Bei 
Verwendung eines alkalische Phosphatase-gekoppelten Ziege anti-Maus- Nachweisantikörper 
und dem Entwicklungsreagenz pNPP (para-NitroPhenylPhosphat) zeigten sich unspezifische 
Reaktionen, die zu falsch-positiven Ergebnissen und einem inakzeptabel hohen Hintergrund 
führten. Der GAMAP-Nachweisantikörper band unspezifisch an Membran-gebundene 
bakterielle Proteine und dadurch wurde das pNPP-Reagenz durch bakterielle Proteine direkt 
umgesetzt. Der Einsatz eines mit Peroxidase gekoppelten Nachweisantikörpers (GAMHRPO) 
zusammen mit dem Entwicklungsreagenz Diaminobenzidin (DAB) führte schließlich zu 
einem guten Ergebnis bei der Entwicklung der Nitrozellulosemembranen. Insgesamt 3800 
Bakterienkolonien (5 Membranen) wurden mit den scFv-Ak #40 und #18 auf die Expression 
von erkennbaren Antigenen getestet. Eine Membran inkubiert mit polyklonalem 
praeabsorbietem Mausserum (II.10) diente als Kontrolle. Das Serum aus einer immunisierten 
Maus enthält neben den ascosporenspezifischen Antikörpern (III.1) auch immer bakterielle 
2 Punkte Platte IV, 
Klon H6 
2 Punkte Platte III, 
Klon H5 
7x 14,5 cm Nitrozellulosemembran 
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und virale Proteine bindende Antikörper, die falsch positive Signale im Western-„Screening“ 
produzieren würden. Aus diesem Grund wurde das Mausserum mit Nitrozellulosemembranen 
praeabsorbiert, die mit einer Mischung aus bakteriellen und λ-Proteinen (Phagenlysat) 
abgesättigt waren.  Während auf der mit Maus-Serum inkubierten Membran mindestens drei 
cDNA-Klone ein positives Signal gaben, konnte beim „Screening“ der  gleichen 
Bakterienklone mit den scFv-Ak #18 und  #40 kein Klon identifiziert werden. Zur 
Veranschaulichung ist hier nur eine der fünf Membranen aus dem „Screening“ mit den scFv-
Ak zusammen mit der Membran inkubiert mit Maus-Serum dargestellt (Abb.III-20). Generell 
entwickelte sich bei den mit scFv-Antikörpern inkubierten Membranen auch nach 40 min 
Entwicklungsdauer im DAB-Farbstoff kein unspezifischer Hintergrund. Bei der mit 
Mausserum inkubierten Membran zeigte sich trotz der vorherigen Präabsorption des Serums 
nach längerer Entwicklungsdauer eine leichte unspezifische Färbung (Abb.III-20). Die als 
positiv bezeichneten Bakterienklone hoben sich durch die Intensität der Farbentwicklung 
jedoch deutlich vom unspezifischen Hintergrund ab. 
Mit dem Versuch mit dem praeabsorbierten Maus-Serum konnte gezeigt werden, dass die 
Methode des Western-„Screening“ funktioniert. Eine nähere Charakterisierung der mit dem 
Mausserum detektierten cDNA-Klone wurde durch Andreas Wolters (Wolters, 2003) im 
Rahmen einer Doktorarbeit durchgeführt. Das „Screening der 3800 Bakterienklone aus der 
Venturia inaeqalis-cDNA-Bank mit den NiNTA-aufgereinigten scFv-Antikörpern #18 und 
#40 führte jedoch zu keinem Ergebnis. Die Untersuchung mit dem scFv #22 wurde aus 
zeitlichen Gründen nicht mehr durchgeführt. 
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Abb. III-20: Western-
„Screening“ von cDNA-Klonen 
auf Nitrozellulosemembranen: 
Auf eine 7x14,5 cm große 
Nitrozellulosemembran wurden 
mit einem BIOMEK 2000 
Roboter die Klone aus zwei 
384well-Platten (Platten 3+4) 
mit je zwei Animpfpunkten pro 
Klon transferiert und die 
Membran auf LB-
Agar+Kanamyzin+2mM IPTG 
ü.N. zur Induktion der 
Expression bei 30°C inkubiert. 
Die Immuno-Detektion der 
gebildeten Proteine erfolgte mit 
praeabsorbiertem Mausserum 
(A) oder scFv #18 (B) und scFv 
#40 (C). Der Nachweis 
gebundener Ak aus dem 
Mausserum erfolgte mit 
Peroxidase gekoppeltem Ziege 
anti Maus-Ak (GAMHRPO). Der 
Nachweis gebundener scFv-Ak 
erfolgte über anti-His6-Ak und 
GAMHRPO. Die Entwicklung 
wurde mit Diaminobenzidin 
(DAB, SIGMA-FAST-Kit) 
durchgeführt. Die Pfeile (obere 
Membran) markieren cDNA-
Klone, deren exprimierte 
Proteine durch Antikörper aus 
dem Mausserum erkannt 
wurden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 C: scFv #40
A: praeabsorbiertes Mausserum
B: scFv #18
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III.6 Charakterisierung potentieller Antigene auf Venturia 
inaequalis -Ascosporen 
Bindungsstudien mit verschiedenen Lectinen und Mausserum an der unbehandelten 
Ascosporenoberfläche sowie sequenzielle enzymatische Verdaus der Ascosporenzellwand 
(persönliche Mitteilungen und Doktorarbeit (Wolters 2003)) zeigten, dass 
Polysaccharidstrukturen oder glykosylierte Proteine bei der Erkennung der Ascosporen durch 
die Antikörper eine Rolle spielen. Auch das negativ ausgefallene Western- „Screening der 
cDNA-Bank mit scFv-Antikörpern ließ vermuten, dass glykosylierte Antigene auf der 
Ascosporenoberfläche bei der Bindung der scFv-Ak beteiligt sind. Aus diesem Grund wurden 
V. inaequalis-Ascosporen vor der Inkubation mit den scFv-Antikörpern mit Concanavalin A 
und  PNGaseF behandelt, um deren Einfluss auf die Bindung zu testen. 
 
III.6.1 Vorbehandlung der V. inaequalis-Ascosporen mit Concanavalin A  
Lectine wurden ursprünglich in Pflanzenextrakten entdeckt und sind mit ihrer 
zuckerbindenden Eigenschaft in der Lage, Blutzellen zu agglutinieren (historische 
Bezeichnung: Hämagglutinin) und Glykokonjugate wie z.B. Glykoproteine zu präzipitieren. 
Konjugate von Lectinen mit Fluoreszenzfarbstoffen werden heute z.B. zur Detektion von 
Glykokonjugaten auf der Oberfläche von pilzlichen Zellen (Hardham and Suzaki 1989) 
verwendet. Die Bindung des FITC gekoppelten Concanavalin A (ConAFITC) an die 
Ascosporenoberfläche konnte bereits in III.1 gezeigt werden. Das 102 kDa große Tetramer 
hat vier Bindungsstellen für Zucker (Becker, Reeke et al. 1976) und erkennt spezifisch alpha-
D-Glukose und alpha-D-Mannose-Zuckeruntereinheiten. Um zu untersuchen, ob die 
Absättigung der Glukose- und Mannosereste auf der Sporenoberfläche zu einem veränderten 
Bindungsverhalten der Antikörper führt, wurden die Ascosporen zunächst wie in II.3.5 
beschrieben, mit reinem ConA inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation mit dem scFv #18, 
#22 und #40 wie in II.7.9.3 beschrieben. Die Absättigung der Glukose und Mannosereste 
führte zu einer deutlichen Verringerung der Bindungsaktivität der scFv-Ak (Abb.III-21a zu 
Abb.III-21b). Die Bindung des scFv #40 ist im Vergleich zur Negativkontrolle 
(Sporen+ConA) komplett inhibiert, während bei den scFv #18 und scFv #22 noch eine 
geringe Bindung festzustellen ist (Abb.III-21b). 
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Abb. III-21a: Bindung 
NiNTA- aufgereinigter scFv-
Ak an unbehandelte Venturia 
inaequalis  -Ascosporen: 
Ausgewählte scFv wurden im 
1l Maßstab periplasmatisch 
exprimiert (II.7.1) und über 
NiNTA-Säulen aufgereinigt 
(II.7.4.1). Venturia 
inaequalis- Ascosporen 
wurden mit den Eluaten der 
Aufreinigungen inkubiert. Der 
Nachweis gebundener scFv Ak 
erfolgte über anti-His6 und 
GAMFITC-Ak und wurde in 
einer FACS-Analyse (II.7.9.3) 
dokumentiert. 1: nur Sporen; 2: 
Negativ-Kontrolle (TG1); 
3:Eluat #22; 4: Eluat #18; 5: 
Eluat #40 (jeweils vereinigte 
Eluate 250 und 500mM 
Imidazol). 
 
 
Abb. III-21b: FACS-Analyse 
nach ConA-Behandlung:  
Venturia inaequalis- 
Ascosporen wurden einer 
Behandlung mit ConA 
unterzogen (II.3.5). Die 
behandelten Sporen wurden mit 
1:100 in 1% (w/v) BSA 
verdünntem scFv-Ak inkubiert. 
Der Nachweis gebundener scFv 
erfolgte über anti-His6- und 
GAMFITC-Ak und wurde in 
einer anschließenden FACS-
Analyse (II.7.9.3) dokumentiert.  
1: nur Sporen 
2: Sporen+ConA+scFv #22  
3: Sporen+ConA+scFv #18 
4: Sporen+ConA+scFv #40  
  5: Sporen+ConA (neg. K.). 
 
 
 
2 
1 
3 
4 
5 
Ereignisse 
relative Fluoreszenz 
2
1
3
4
5E
reignisse
Relative relative Fluoreszenz
Ergebnisse 
 
85
II.6.2 Deglykosylierung der Sporenoberfläche mit PNGase F 
Das Enzym PNGase F ist eine N-Glycosidase, die spezifisch die Amidbindung zwischen 
einem Asparagin des Peptidgerüstes und einer meistens über N-Acetyl-Glukosamin 
gebundenen Zuckerseitenkette spaltet.  Die wirkungsvolle Abspaltung von N-gebundenen 
Zuckern aus Glykoproteinen durch die PNGase F spielt eine wichtige Rolle bei der 
Charakterisierung der durch die Zuckerseitenketten beeinflussten biochemischen 
Eigenschaften der Glykoproteine (Charlwood et al., 2000; Wallis et al, 2001; Qi Peng et al., 
2003). In Abbildung III-22 ist ein Schema zur Enzymaktivität der PNGaseF dargestellt. 
 
Abb. III-22: Spezifität der PNGase F: 
Asn: Asparagin; GlcNAc: N-Acetyl-Glukosamin; 
Man: Mannose; x: Wasserstoff oder Zucker. 
 
 
In diesem Versuch sollte die Hypothese, dass Zuckerreste bei der Bindung der scFv-
Antikörper an der Ascosporenoberfläche eine Rolle spielen, untersucht werden. Venturia 
inaequalis-Ascosporen wurden vor der Inkubation mit scFv #18, #22, und #40 sowie Serum 
aus einer immunisierten Maus (III.1) wie unter II. 3.4 beschrieben, mit PNGase F behandelt. 
Die Ergebnisse der FACS-Analyse (II.7.9.3) des Mausserums und der einzelnen scFv-Ak sind 
aus Gründen der Übersichtlichkeit und wegen der unterschiedlichen zeitlichen Durchführung 
der Versuche in zwei Histogrammen gezeigt (Abb.III-23a und Abb.III-23b). 
 
Man—GlcNac—GlcNAc—Asn 
x-Man 
x-Man 
PNGase F 
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Abb. III-23a: Bindung von 
polyklonalen Ak nach PNGase F-
Behandlung:  
Venturia inaequalis- Ascosporen 
wurden zunächst einer Behandlung 
mit PNGase F unterzogen (II.3.4). 
Behandelte und nicht behandelte 
Sporen wurden mit 1:1000 in 1% 
(w/v) BSA verdünntem Serum aus 
immunisierten Mäusen (II.4) 2h 
inkubiert. Der Nachweis gebundener 
Maus-Ak erfolgte über GAMFITC-Ak 
und wurde in einer FACS-Analyse 
(II.7.9.3) dokumentiert. 1: nur Sporen; 
2: PNGase F behandelte Sporen nur 
sek. Ak.; 3: PNGase F behandelte 
Sporen + Mausserum; 4: unbehandelte 
Sporen + Mausserum 
 
Abb. III-23b: Bindung von scFv-Ak 
nach PNGase F-Behandlung:  
Venturia inaequalis-Ascosporen 
wurden wie oben beschrieben 
vorbehandelt und mit 1:100 in 1% 
(w/v) BSA verdünnten scFv-Ak 
inkubiert. Der Nachweis gebundener 
Ak erfolgte über anti-His6-Ak und 
GAMFITC-Ak und wurde mit dem 
FACS (II.7.9.3) dokumentiert. 
1: nur Sporen;  
2: PNGase F behandelte Sporen+scFv 
#22 3: PNGase F behandelte 
Sporen+scFv #18 4: PNGase F 
behandelte Sporen+scFv #40 5: 
PNGase F behandelte Sporen+2. und 
3. Ak (Neg. K.). 
 
Die Behandlung der Ascosporenoberfläche hatte einen eindeutigen Effekt auf die Bindung 
sowohl polyklonaler Antikörper (pAk) aus dem Serum einer immunisierten Maus, als auch 
auf monoklonaler scFv-Antikörperfragmente. Die Bindung der pAk aus dem  Mausserum 
wird, gemessen an der relativen Fluoreszenz der Sporen vor und nach der PNGase-
Behandlung, um den Faktor 10 reduziert (vergleiche Abb.III-21a und Abb.III-23b). Es 
verbleibt aber ein Rest an Bindungsaktivität. Eine Bindung der scFv-Ak ist nach der PNGase 
F-Behandlung (Abb.III-23b) anders als zuvor (Abb.III-21a), nicht mehr nachweisbar. Die 
Fluoreszenz fällt nach der PNGaseF Behandlung auf das Niveau der Negativ-Kontrollen. 
2 
1 
3 
4 
5 
Ereignisse 
relative Fluoreszenz
1 
3 
2 
relative Fluoreszenz
E
reignisse 
4 
Ergebnisse 
 
87
III.7 Sequenzanalyse der scFv-Antikörper 
Die DNA der an Ascosporen bindenden scFv-Ak (Klone #18, #22, #34, #35, #37 und #40) 
wurde sequenziert und anschliessend analysiert. Nukleotidsequenzen der scFv-Klone zeigten 
untereinander auf Nukleotidbasis zwischen 97 und 99 Prozent Übereinstimmung. Die 
wenigen Unterschiede auf Nukleotidbasis resultierten in wenigen auf bestimmte Abschnitte 
konzentrierten Unterschiede der Aminosäuresequenz.  Diese lagen im Bereich der Primer-
Binderegionen aber vor allem im Bereich der hypervariablen Region 1 der VH (CDR H1, 
Complementarity Determining Region, Abb.III-24). Hier unterschieden sich die für Western 
Screening und Antigencharakterisierungen verwendeten Klone #18, #22, und #40. Die 
Nukleotidsequenzen der drei Klone wurden mit Hilfe der im Internet durch das National 
Center of Biotechnology (NCBI, USA) bereitgestellten Möglichkeiten der DNA- und 
Proteinanalyse untersucht [http://www.ncbi.nlm.nih.gov]. Mit dem Programm IgBlast, das 
speziell auf die Analyse von Antikörpersequenzen zugeschnitten ist, wurden die scFv-
Sequenzen mit bereits bekannten Maus-Keimbahngenen verglichen und die hypervariablen 
Bereiche der VL-und VH-Domänen nach der Definition von Kabat (Kabat, Wu et al. 1990) 
bestimmt. Die nachfolgenden Regeln nach Kabat dienen zur Bestimmung der hypervariablen 
Regionen (CDR) und der konstanten Regionen (FWR) in VH- und VL-Domänen.  
Für die VH gilt: 
1. Die CDR H1 hat eine Länge von zehn bis zwölf AS. Sie beginnt etwa bei AS 31, 
wobei die aminoterminale Sequenz immer ein C-X-X-X ist. Die erste AS nach der 
CDR H1 ist immer ein W, typisch ist hier ein W-V, W-I oder W-A Motiv. 
2. Die Länge der CDR H2 beträgt 16-19 AS. Die CDR H2 beginnt immer 14 AS-Reste 
nach dem Ende der CDR H1, meist eingeleitet durch L-E-W-I-G mit einigen 
Variationen. C-terminal findet man K/R-L/I/V/F/T/A. 
3. 33 AS-Reste nach der CDR H2 wird die CDR H3 kodiert, immer gekennzeichnet 
durch eine C-X-X Abfolge (typisch ist C-A-R). C-terminal findet man W-G-X-G. Die 
CDR H3 variiert zwischen drei und 24 AS. 
 
 
 
Ergebnisse 
 
88
Für die VL gilt: 
1. Die CDR L1 beginnt etwa bei AS-Rest 24, gekennzeichnet durch ein C. Das Ende der 
CDR L1 markiert immer ein W, typisch ist ein W-Y-Q, W-L-Q, W-F-Q oder W-Y-L 
Triplet. Dazwischen liegen zehn bis 17 AS. 
2. Die CDR L2 befindet sich 16 AS-Reste hinter dem Ende der CDR L1. Aminoterminal 
kann man ein I-Y, V-Y, I-K oder I-F vorfinden. Die Länge der CDR L2 beträgt immer 
sieben AS. 
3. 33 AS-Reste nach der CDR L2 beginnt die CDR L3, wiederum gekennzeichnet durch 
ein C. Nach sieben bis elf AS gibt die AS-Folge F-G-X-G das Ende der CDR L3 an. 
Da die Klone #18, #22, und #40 sich nur im hypervariablen Bereich 1 der VH (CDR H1) 
unterscheiden, werden  nur diese Regionen der einzelnen Klone untereinander verglichen. 
Klon #18 : FWR 1---SNNWIE---FWR 2 
Klon #22 : FWR 1---NYNWIE---FWR 2 
Klon #40 : FWR 1---NNNWIE---FWR 2 
Beispielhaft für die übrigen scFv-Klone wurde eine detaillierte Analyse der VL und VH-
Domänen von Klon #40 mit dem Programm IgBlast (NCBI) durchgeführt. Dabei wurde 
neben der Nukleotid- und der Aminosäuresequenz die Sequenz des jeweils ähnlichsten 
Keimbahngenes aufgeführt. Weiterhin konnten mit Hilfe der Kabat Konventionen die 
„CDR“- und „FWR“-Regionen der VH und VL definiert werden. Die Kabat Konventionen 
wurden von den drei scFv-Antikörpern durchweg erfüllt, so dass man davon ausgehen kann, 
dass variablen Domänen tatsächlich aus der genetischen Information der parentalen 
Mausantikörper amplifiziert wurden.  
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J558.17: .................................................................. 
DNA  : ATGGCCCAGGTTCAGCTTCAGCAGTCTGGAGCTGAGCTGATGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGATA  
Protein:  M  A  Q  V  Q  L  Q  Q  S  G  A  E  L  M  K  P  G  A  S  V  K  I  
       
 
J558.17: ............................G..G.T................................ 
DNA    : TCCTGCAAGGCTACTGGCTACACATTCAGTAGCTACTGGATAGAGTGGGTAAAGCAGAGGCCTGGA  
Protein:  S  C  K  A  T  G  Y  T  F  N  N  N  W  I  E  W  V  K  Q  R  P  G  
 
 
J558.17: ..................................................C............... 
DNA    : CATGGCCTTGAGTGGATTGGAGAGATTTTACCTGGAAGTGGTAGTACTAACTACAATGAGAAGTTC 
Protein:  H  G  L  E  W  I  G  E  I  L  P  G  S  G  S  T  K  Y  N  E  K  F   
 
 
J558.17: ......................................C........................... 
DNA    : AAGGGCAAGGCCACATTCACTGCAGATACATCCTCCAACACAGCCTACATGCAACTCAGCAGCCTG  
Protein:  K  G  K  A  T  F  T  A  D  T  S  S  K  T  A  Y  M  Q  L  S  S  L  
 
 
 
J558.17: ..............................xx................x.............C... 
DNA    : ACATCTGAGGACTCTGCCGTCTATTACTGTACAAGGGTGTATGGTAACTACAATGCTATGGACTAC  
Protein:  T  S  E  D  S  A  V  Y  Y  C  T  R  V  Y  G  N  Y  N  A  M  D  Y   
 
 
JH4    : .................A............... 
DNA    : TGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCA    
Protein:  W  G  Q  G  T  S  V  T  V  S  S 
    
Abb.III-24: Nukleotidsequenz und Aminosäuresequenz  der VH von scFv #40 über IgBlast 
verglichen mit dem nächstverwandten Maus Keimbahngen (J558.17): 
Die Sequenz des jeweiligen Keimbahngens mit der höchsten Homologie ist hier zum Vergleich 
abgebildet (J558.17/DSP2.8/JH4); Punkte bedeuten gleiche Basen, unterschiedliche Basen sind als 
Buchstaben angegeben; x: hier wurde keine homologe Sequenz gefunden. FWR1-3: „Framework“-
Regionen der VH (Rahmen); CDRH 1-3 (complementary determining region): variable Bereiche der 
VH, die den größten Teil des Antigenkontaktes herstellen (rot hinterlegt); die CDR3 setzt sich 
zusammen aus dem DSP2.8 Keimbahngen und einem Teil des JH4: Keimbahngens. 
CDR H1
FWR 1
FWR 2 
FWR 3
CDR H3 
CDR H2 
DSP2.8
JH4 
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VL1    : xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx.................................. 
DNA  : AAGGGCGCGCCTCAGGTTGTTCTCACTCAGTCATCTGCACTCACCACATCACCTGGTGAAACAGTC 
Protein:  K  G  A  P  Q  V  V  L  T  Q  S  S  A  L  T  T  S  P  G  E  T  V  
 
 
VL1    : .................................................................. 
DNA  : ACACTCACTTGTCGCTCAAGTACTGGGGCTGTTACAACTAGTAACTATGCCAACTGGGTCCAAGAA 
Protein:  T  L  T  C  R  S  S  T  G  A  V  T  T  S  N  Y  A  N  W  V  Q  E    
 
 
VL1    : .................................................................. 
DNA  : AAACCAGATCATTTATTCACTGGTCTAATAGGTGGTACCAACAACCGAGCTCCAGGTGTTCCTGCC 
Protein:  K  P  D  H  L  F  T  G  L  I  G  G  T  N  N  R  A  P  G  V  P  A 
 
  
VL1    : .................................................................. 
DNA  : AGATTCTCAGGCTCCCTGATTGGAGACAAGGCTGCCCTCACCATCACAGGGGCACAGACTGAGGAT 
Protein:  R  F  S  G  S  L  I  G  D  K  A  A  L  T  I  T  G  A  Q  T  E  D    
 
 
VL1    : ...............................................................C.. 
DNA  : GAGGCAATATATTTCTGTGCTCTATGGTACAGCAACCATTGGGTGTTCGGTGGAGGAACCAAAGTG 
Protein:  E  A  I  Y  F  C  A  L  W  Y  S  N  H  W  V  F  G  G  G  T  K  V   
 
 
VL1    : ..........xxxxxxxxxxx 
DNA  : ACTGTCCTAGGCCAGGTCGAC 
Protein:  T  V  L  G  Q  V  D   
 
Abb.III-25: Nukleotidsequenz und Aminosäuresequenz der VL von scFv #40 verglichen mit dem 
nächstverwandten Maus Keimbahngen (VL1) per IgBlast: 
Die Sequenzen der Keimbahngene mit der höchsten Homologie sind hier zum Vergleich abgebildet 
(VL1/JL1). Punkte bedeuten gleiche Basen, unterschiedliche Basen sind als Buchstaben angegeben; 
x: hier ist keine homologe Sequenz zu finden.FWR1-3 „Framework“-Regionen der VL; CDRH1-3 
(complementary determining region): variable Bereiche der VL, die den Antigenkontakt herstellen (rot 
hinterlegt); JL1: J-Keimbahngen der leichten Kette. 
 
FWR1
CDRL1
CDRL2
FWR2
CDRL3 JL1 
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Der Vergleich der Nukleinsäuresequenz der VH des scFv #40 mit der NCBI-Datenbank für 
murine Antikörper-Keimbahngene (Abb.24) zeigt eine sehr hohe Homologie (97 Prozent) 
zum V-Keimbahngen J558.17 (Datenbankeintrag NCBI: AF 303848 (Haines, Angeles et al. 
2001)). An das V-Gen schließt sich das D-Keimbahngen DSP 2.8 (Datenbankeintrag: J00439) 
mit einer Homologie von 100 Prozent und das J-Keimbahngen JH4 (Datenbankeintrag: 
V00770) mit einer Übereinstimmung von 95 Prozent an.  Die CDR3 der VH setzt sich aus 
dem D-Gen und einem Teil des J-Gens zusammen. Verglichen mit den Keimbahngen 
Sequenzen haben während der Immunisierung durch somatische Mutationen der Gene 
insgesamt sieben Basenaustausche stattgefunden, zu 3 Basen konnte keine homologe Sequenz 
gefunden werden (Übergang vom V- zu D- und vom D-zu J-Keimbahngen). Fünf der sieben 
Basenaustausche liegen im Bereich der CDRs. 
Die VL des scFv #40 besitzt 100 Prozent Homologie zum Keimbahngen VL1 
(Datenbankeintrag NCBI: J00590, (Beerhues and Kombrink 1994)), wie in Abb.III-25 zu 
sehen. An VL1 schließt das Keimbahngen JL1 (Datenbankeintrag NCBI: X58411, (Weiss and 
Wu 1987) mit 97 Prozent Homologie an. Beide Keimbahngene gehören zur Klasse der VL-
Lambda 1 Keimbahngene. Die Sequenz der VL hat im Vergleich mit den V- und J-
Keimbahngenen nur einen Basenaustausch, welcher im Bereich hinter der CDRL3 im Bereich 
der J-Region liegt. Zu einem Bereich von 32 Basen am Anfang der VL (Primer-Binderegion) 
und von 11 Basen am Ende der VL-Sequenz (ebenfalls Primer-Binderegion) konnten keine 
Homologien in der Datenbank gefunden werden. 
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IV Diskussion 
Der Aufgabenstellung folgend, konnten alle Fragestellungen erfolgreich bearbeitet werden; 
die Herstellung von V. inaequalis-Ascosporen-spezifischen Antikörpern, die Entwicklung 
geeigneter immunologischer Nachweisverfahren und die nähere Charakterisierung des 
immunologisch detektierten Antigens auf der Sporenoberfläche.  
Die Antikörper sollten, nach näherer Charakterisierung, in einem neu entwickelten 
integrierten System zur online-Messung des V. inaequalis-Ascosporenfluges zum Einsatz 
kommen. Die Entwicklung dieses integrierten Systems aus Pathosensor und Sporensammler 
wurde von den Doktoranden Markus Gruber (RWTH-Aachen, Institut für Bio V) und 
Andreas Wolters (Institut für Bio III) (Wolters, 2003) bearbeitet und wird in deren 
Dissertationen entsprechend beschrieben.  
 
IV.1 Immunisierung von Mäusen mit V. inaequalis-Ascosporen 
Die Immunisierung von BALB/c Mäusen erfolgte analog der bei (Kennedy, Wakeham et al. 
1999) beschriebenen Methode zur Immunisierung von Kaninchen mit Ascosporen des Pilzes 
Mycospaerella brassicicola. Die Menge der eingesetzten Sporen wurde nach Adaption der 
Methode zur Verwendung mit Mäusen auf 100.000 Sporen je Tier und Immunisierung 
(Boost) festgesetzt. Die subkutane Injektion der Venturia inaequalis-Ascosporen erfolgte in 
Abständen von 14 Tagen. Die Entnahme der Maus-Seren erfolgte vor der ersten 
Immunisierung (Tag 0 = Präimmunserum), sowie am 32., 50. und 72 Tag der Inkubation. 
Wegen des großen Anteils an Zuckerpolymeren wie Hemizellulose, Chitin und Zellulose in 
der Venturia inaequalis-Zellwand (Jaworski and Wang 1965) und der Tatsache, dass IgM-
Antikörper vor allem bei der spezifischen Detektion von kohlehydrathaltigen Antigenen eine 
entscheidende Rolle spielen (Nosanchuk, Rosas et al. 1998), wurde neben einer IgG-
Immunantwort auch eine ausgeprägte IgM-Antwort erwartet. Nosanchuk et al. konnten 
zeigen, dass die meisten Hybridomen, hergestellt aus Mäusen, die mit pilzlichen Zellwand-
Proteinen immunisiert wurden, IgM-Antikörper produzierten. Ein weiterer Grund zur 
parallelen Überwachung der IgG-und IgM-Titer war der bei einer erfolgreichen 
Immunisierung zu erwartende Ig-Klassenwechsel von IgM- zu IgG-Antikörpern. Die 
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Bestimmung der IgM-Antikörpertiter erfolgte bis zum 50. Tag, der IgG-Titer wurde bis zum 
72.Tag verfolgt.  
Die Immunisierung der Mäuse verlief, wie in den Abbildungen III-1 bis III-3 dargestellt, 
positiv. Es kam während der Immunisierung zunächst zu einem Anstieg Ascosporen-
spezifischer IgM-Antikörper und im späteren Verlauf der Immunisierung zu einem starken 
Anstieg der spezifischen IgG-Antikörperkonzentration bei einem gleichzeitigen Abfall der 
IgM-Antwort (Abb.III-1).  
Jedem Organismus steht zunächst auch ohne die Induktion der humoralen Antwort eine Reihe 
von Möglichkeiten zur Erkennung von körperfremden Antigenen zur Verfügung, die zur 
angeborenen Immunantwort gehören. Sie bestehen aus unveränderlichen Rezeptoren, die 
allgemein vorkommende Merkmale von Krankheitserregern erkennen. Zu diesen primären 
Abwehrbarrieren sind auch die IgM-Antikörper zu zählen. Bei einem ersten Kontakt mit dem 
(pilzlichen) Antigen ermöglichen sie eine Erkennung und Markierung für das eigene 
Immunsystem. Die IgM-Erkennung ist von entscheidender Bedeutung, wird von vielen 
Pathogenen jedoch überwunden und führt auch nicht zur Entwicklung eines immunologischen 
Gedächtnisses. Die Markierung des fremden Antigens führt jedoch zur Aufnahme durch 
professionelle Antigen-präsentierende Zellen wie dendritische Zellen, die ihrerseits durch 
Präsentation des Antigens auf ihrer Oberfläche zur Stimulierung der erworbenen Immunität 
führen. Im Rahmen dieser erworbenen Immunität kommt es zur Proliferation von B-
Lymphozyten, die einen Antigen-spezifischen Rezeptor auf ihrer Membran tragen und damit 
in Kontakt zum Antigen treten. Dieser auch als klonale Expansion bezeichnete Prozess führt 
einerseits zu einem Wechsel des von den gereiften B-Zellen exprimierten Ig-Klassentyps von 
IgM zu IgG; andererseits kommt es zur Bildung von Gedächtniszellen, die bei einem erneuten 
Kontakt mit dem Antigen sehr schnell eine spezifische IgG-Immunantwort auslösen können. 
Bei wiederholtem Kontakt der B-Zellen mit dem gleichen Antigen, zum Beispiel bei 
Immunisierungen, kommt es durch somatische Hypermutation in den variablen Bereichen der 
Immunglobulingene zu einer Verbesserung der Feinspezifität der gebildeten Antikörper. 
Diesen Prozess nennt man Affinitätsreifung der Antikörper (Janeway, Travers et al. 2002). 
Die Überwachung der IgM-und IgG-Antikörpertiter in den Seren von Mäusen im Laufe der 
Immunisierung mit V. inaequalis-Ascosporen decken sich mit diesem Modell: es kam 
während der Immunisierung zu einem nachweisbaren Ig-Klassenwechsel.  
Acht Tage nach dem zweiten Boost mit 100.000 Sporen konnte im ELISA (II.7.8) ein im 
Vergleich zum Wert des Serums vor der Immunisierung (Präimmunserum) deutlicher Anstieg 
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des Ascosporen-spezifischen IgM-Antikörpertiters festgestellt werden (Abb.III-I). Die Werte 
für die IgG-Titer waren jedoch kaum gestiegen. Während die IgM-Werte am 50.Tag stark 
abgefallen waren, zeigte sich nun ein deutlicher Anstieg des sporenspezifischen IgG-Titers, 
der sich zum 72. Tag noch mal deutlich erhöhte ( insgesamt eine Verdoppelung des OD 405-
Wertes; Abb.III-1). Diese Verläufe der IgM-und IgG-Titer entsprachen dem Bild einer 
typischen Immunisierung von Wirbeltieren (Janeway, Travers et al. 2002). Die 
Immunisierung der Mäuse wurde beendet, nachdem der spezifische IgG-Antikörpertiter sein 
Maximum erreicht hatte. Die am Ende der Immunisierung gewonnenen Mausseren ergaben 
durch spezifische Bindung der enthaltenen Antikörper an Ascosporen selbst in Verdünnungen 
von 1:50.000 noch ein zehnmal stärkeres Signal im FACS (II.7.9) als die 0-Seren der 
entsprechenden Mäuse (Abb.III-2).  
Im Vergleich mit Extrakten (II.3.3) aus Konidiosporen und Myzel von Venturia inaequalis   
sowie Sporen von Verticillium dahliae zeigten die Seren keine Kreuzreaktivität (III.3.1). Aus 
dem Extrakt der Ascosporen waren in der Elektrophorese mehrere Proteinbanden klar 
darstellbar (Abb.III-3), was ebenfalls auf eine spezifische Immunisierung der Mäuse hinweist. 
Aus verschiedenen Gründen wurde die Immunisierung der Mäuse mit ganzen Ascosporen 
statt mit definierten Antigen-Präparationen durchgeführt. Zunächst reichte die vorhandene 
Ascosporenmenge nicht aus, um eine für alle Immunisierungen charakterisierbare 
Antigenpräparation herzustellen, wie bei Dorfmüller und Peschen (Dorfmüller 2002; Peschen 
2002) beschrieben. Die Präparation ausreichender Mengen an gereinigten Ascosporen mit 
höchstens 5 Prozent Verunreinigungen stellte sich als Hauptproblem während dieser Arbeit 
heraus. Um den erforderlichen Vorrat an Ascosporen gewinnen zu können (II.3.1), mussten 
im Herbst befallene Apfelblätter gesammelt und unter möglichst naturnahen Bedingungen den 
Winter über gelagert werden. Im Frühjahr zwischen März und Juni konnten die in den 
Blättern ausgereiften V. inaequalis-Fruchtkörper (Pseudothezien) unter künstlicher 
Tageslicht-Bestrahlung und bei mindestens 95 Prozent Luftfeuchte zum Ausschleudern der 
Ascosporen gebracht werden (Wolters 2003). Eine Produktion von Ascosporen konnte im 
Labor nicht induziert werden, da der sexuelle Zyklus des obligat-biotrophen Pilzes durch 
Zusammentreffen zweier Kreuzungstypen mit anschließender Karyogamie nur in einem 
seneszenten Apfelblatt stattfindet (MacHardy 1996). Die Produktion von Myzel und 
Konidiosporen gelang dagegen im Labor,  gestaltete sich aber wegen des langsamen Pilz-
Wachstums auf Agarplatten mit Vollmedium (Malzmedium/PDA-Medium; Dulbecko) sehr 
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schwierig. Details zur Anzucht von V. inaequalis und Ascosporen-Gewinnung sind der 
Dissertation von Andreas Wolters zu entnehmen (Wolters 2003). 
Ein weiterer Grund für die Immunisierung mit intakten Ascosporen waren Ergebnisse von 
Murdoch et al. (Nosanchuk, Rosas et al. 1998).  In Ihren Untersuchungen konnten sie zeigen, 
dass zu einer erfolgreichen Immunisierung nicht immer definierte Antigenpräparationen nötig 
sind. So genügte die Immunisierung mit einer Präparation, in der die Zielantigene 
(Haustorienzellwände) in einer Mischung mit nichtrelevanten Antigenen lediglich leicht 
angereichert vorlagen. Bei der anschließenden Selektion der erzeugten Hybridomen konnten 
mehrere Haustorien-spezifische monoklonale Antikörper gefunden werden. Die 
Immunisierung wurde deshalb mit intakten, unbehandelten Ascosporen durchgeführt.  
 
IV.2 Herstellung von monoklonalen Antikörpern gegen 
V.inaequalis-Ascosporen 
Nach der  erfolgreichen Immunisierung der Mäuse sollten zunächst über die Herstellung und 
Selektion von Hybridomen monoklonale Antikörper gegen die Ascosporen gewonnen 
werden. Ein weiteres Ziel war die Herstellung einer scFv-Antikörper Bank, aus der mit Hilfe 
des „Phage Display“ rekombinante Antikörper gegen die Ascosporenoberfläche selektiert 
werden sollten. Das polyklonale Serum der immunisierten Mäuse diente in den verschiedenen 
immunologischen Verfahren und Methoden jeweils als Positiv-Kontrolle, vor der 
Immunisierung der Mäuse entnommenes Präimmunserum diente als Negativ-Kontrolle. 
Monoklonale Antikörper gegen Oberflächenantigene von Pilzsporen konnten in der 
Vergangenheit mehrfach erfolgreich hergestellt werden (Hughes, Carzaniga et al. 1999); 
(Koistinen 2000); (Dorfmüller 2002); (Peschen 2002). Hybridomen mit B-Lymphozyten aus 
mit  V. inaequalis-Ascosporen immunisierten Mäusen wurden nach dem in II.4 beschriebenen 
Verfahren gewonnen. Die Entwicklung einer reproduzierbaren und schnellen Methode zur 
Detektion bindender Antikörper war eine zentrale Aufgabe und Herausforderung innerhalb 
dieser Arbeit. Da zu jedem Zeitpunkt der Arbeiten ein Mangel an aufgereinigten Ascosporen 
herrschte, konnten keine homogenen Protein- oder Zellwandfraktionen aus Ascosporen 
gewonnen werden. Zunächst wurden verschiedene Methoden der Immobilisierung von 
intakten Ascosporen an ELISA-Platten getestet. Hierbei war die Auswahl brauchbarer 
Chemikalien und Methoden, bedingt durch die Anforderung, möglichst Antikörper gegen 
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native Oberflächenstrukturen zu generieren, sehr begrenzt. Eine reproduzierbare feste 
Bindung der Ascosporen an die Oberfläche der ELISA-Platte konnte weder durch die 
Vorbehandlung mit Poly-L-Lysin noch durch einen Sandwich-ELISA (Kerschbaumer, 
Hirschl et al. 1997); (Kutilek, Lee et al. 2001) erreicht werden. Die einzige Methode, die zu 
einer relativ festen Fixierung der Ascosporen in der ELISA-Platte führte, war die Bildung 
eines Adhäsionskissens (Smereka, MacHardy et al. 1987), welches bei der Keimung der 
Ascosporen gebildet wird. Dieses erzeugte eine relativ feste Adhäsion der Sporen an der 
Plattenoberfläche. Die Keimfähigkeit unterschiedlicher Ascosporen hängt von der Präparation 
ab und ist stark schwankend, so dass theoretisch für jeden ELISA die Keimungs-und 
Adhäsionsrate vorher bestimmt werden müsste. Ein weiterer Nachteil des Adhäsionskissens, 
das laut (Pain, Green et al. 1996)  aus einer Mischung von Proteinen und hochpolymeren 
Zuckern besteht, ist die unspezifische Bindung von Nachweisantikörpern, die zur 
Entwicklung des ELISA benötigt werden (eigene Beobachtungen, Ergebnisse nicht 
dargestellt). Weiterhin kommt es im Bereich der Auskeimung der Ascospore durch die 
Ausbildung eines Keimschlauches zu umfangreichen strukturellen und chemischen 
Veränderungen in der Zellwand. Enzyme zum Abbau pflanzlicher Barrieren wie Kutikula und 
Zellwand werden im Bereich des Adhäsionskissens sekretiert (MacHardy 1996) und können 
das Ergebnis des ELISA ebenfalls beeinflussen. Ein modifizierter ELISA (II.7.8) mit intakten 
ungekeimten Ascosporen, die während sämtlicher Inkubationsphasen in Suspension gehalten 
wurden, lieferte die verlässlichsten Ergebnisse. 
Parallel zum ELISA wurde eine auf der Durchflusszytometrie basierende Detektionsmethode 
für Ascosporen mittels Antikörper entwickelt. Die Detektion gebundener Antikörper auf der 
Ascosporenoberfläche erfolgte wie in II.7.9 beschrieben in einem Durchflusszytometer 
(FACS-Calibur, Becton&Dickinson). Die Messung mit dem FACS zeigte gegenüber dem 
ELISA einige Vorteile, wie zum Beispiel die Differenzierung von positiven und falsch 
positiven Signalen (III.2). Bei der Messung im FACS werden neben den Messwerten für die 
Fluoreszenz auch Daten für die Lichtdurchlässigkeit (FSC-H) und die Streuung des 
auftreffenden Laserlichtes (SSC-H) aufgezeichnet, mit deren Hilfe man eine eindeutige 
Aussage über die Homogenität der Ascosporenfraktion machen kann. Durch das Setzen eines 
„Gate“ (III.2) kann man zusätzlich die Fluoreszenzdaten einer bestimmten Zellpopulation 
anzeigen lassen und somit zwischen Ascosporen und anderen Zelltypen unterscheiden, sollte 
die Probe zum Beispiel mit Hybridomenzellen durchsetzt sein. Diese Differenzierung ist im 
ELISA nicht möglich. Ein weiterer Vorteil ist die Erfassung gleich mehrerer Messdaten für 
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jede einzelne Ascospore, die im FACS gemessen werden. Für jede Einzelprobe wurden in der 
Regel zwischen 10.000 und 20.000 Ascosporen gemessen und die Daten aller Ascosporen mit 
Hilfe der Software WinMDI 2.8 (Freeware, Joseph Trotter) oder CellQuest 
(Becton&Dickinson) statistisch in Form eines Dotplot oder Histogramms ausgewertet. 
Mit der Hybridomatechnologie war es auch nach drei Ansätzen nicht möglich, monoklonale 
Antikörper gegen Ascosporen zu generieren. Bei der Auswertung von drei unterschiedlichen 
Hybridoma-Ansätzen mit ELISA und FACS konnte kein Klon gefunden werden, der einen 
ascosporenspezifischen Antikörper sezernierte. Über die Gründe, warum trotz 
nachgewiesener erfolgreicher Immunisierung der Mäuse und trotz offensichtlich gelungener 
Fusion der B-Zellen zu Hybridomen keine Klone mit Ascosporen-bindenden Antikörpern 
selektiert werden konnten, kann man nur spekulieren. Die Suche nach bindenden Antikörpern 
in den Hybridomenüberständen führte sowohl mit dem ELISA als auch mit der 
Durchflusszytometrie zu keinem Ergebnis, so dass Fehler, die auf die Nachweismethode 
zurückzuführen wären, ausgeschlossen werden können.  
 
IV.2.2 Herstellung und Selektion rekombinanter scFv-
Antikörperfragmente  
Neben der Herstellung von monoklonalen Antikörpern mittels Hybridomatechnologie gegen 
pilzliche Antigene steht seit einigen Jahren auch die Generierung von rekombinanten 
Antikörpern bzw. Antikörperfragmenten mittels „Phage Display“ zur Verfügung. Mit dieser 
Methode ist es möglich, hochaffine Antikörper auch gegen schwierige oder toxische Antigene 
herzustellen (Emanuel, Dang et al. 2000). So konnte man bereits mehrfach rekombinante 
Antikörper gegen  pilzliche Antigene gewinnen (Haidaris, Malone et al. 2001); (Dorfmüller 
2002) (Peschen 2002). Selbst gegen die als wenig immunogen geltenden pilzlichen Antigene 
wie Melanin gelang es mit der „Phage Display“-Methode bindende Antikörperfragmente 
herzustellen  (Carzaniga, Fiocco et al. 2002). Aus diesem Grund sollte die Methode auch zur 
Erzeugung von Venturia inaequalis-spezifischen rekombinanten Antikörpern genutzt werden. 
IV.2.2.1 Herstellung einer scFv-Phagenbank  
Für die Amplifikation der genetischen Information der variablen Domänen der leichten und 
der schweren Antikörperketten wurde ein Set von Maus-spezifischen Primern  verwendet 
(Naehring 1999). Zunächst wurde die aus Milzzellen immunisierter Mäuse gewonnene 
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mRNA mit Maus-Immunglobulingen-spezifischen cDNA-Primern in einzelsträngige cDNA 
übersetzt. Anschließend folgte eine PCR mit spezifischen Primern zur Amplifikation der 
variablen Regionen der schweren bzw. leichten Antikörper-Kette. Die Primer banden in den 
konservierten „framework“-Regionen flankierend zu den VL und VH-Regionen. Die Bindung 
in den konservierten Bereichen bringt den Vorteil, dass man mit einem relativ kleinen Satz an 
Primern einen großen Teil der Antikörpervariabilitäten amplifizieren kann. Die Primer 
enthielten an bestimmten Stellen sogenannte Wobble-Basen, die mit allen vier Basen der 
DNA hybridisieren können. Damit sollte gewährleistet werden, dass möglichst die ganze 
Bandbreite der durch die mRNA vertretenen Antikörpersequenzen amplifiziert wird. Die 
Primer für die VH enthielten weiterhin Restriktionsschnittstellen für die Enzyme SfiI (5´-
Primer) und AscI (3´-Primer), diejenigen für die VL enthielten die Sequenzen für die BstEII- 
(5´-Primer) und die NotI-(3´-Primer) Schnittstelle. Mit Hilfe der Schnittstellen, die 
normalerweise nicht in der zu amplifizierenden Antikörpersequenzen vorkommen, konnten 
die PCR-Fragmente später geschnitten und in einer Zweischrittklonierung in den Vektor 
pHEN4II Hi ligiert werden. 
Nach der Bestimmung der optimalen Primer-„Annealing“-Temperatur für die Amplifikation 
von VL und VH mittels Gradienten-PCR wurden die PCR-Reaktionen für die VL bei 50°C und 
die VH bei 60°C „Annealing“-Temperatur durchgeführt. Die nach der Klonierung in den 
pHEN4II Hi- Vektor entstandene Bibliothek hatte eine kalkulierte Diversität von ca. 106 
unabhängigen Klonen. Die Daten wurden mit Hilfe von BstNI-Fingerprinting (II.2.3.13) und 
Sequenzierung (II.2.3.) überprüft (Ergebnisse nicht präsentiert). Unter 40 mit BstNI-
Fingerprint getesteten Klonen aus der primären scFv-Bibliothek waren keine 
übereinstimmenden Bandenmuster zu finden. Auch die Sequenzen der getesteten Klone 
waren alle unterschiedlich. 
IV.2.2.2 Selektion der scFv-präsentierenden Phagen auf der Ascosporenoberfläche 
Die Selektion von antikörperpräsentierenden Phagen erfolgt durch eine schrittweise 
Anreicherung spezifisch bindender Phagen aus einem Überschuss an nicht bindenden Phagen. 
Generell gibt es verschiedene Möglichkeiten bindende von nicht bindenden Klonen zu 
trennen. Die bei der Selektion gewählten Bedingungen sind neben der Diversität der „Phage 
Display“-Bibliothek entscheidend für den Erfolg einer antigenspezifischen 
Phagenanreicherung. Im Rahmen des „Panning“ können viele Parameter wie Temperatur, pH-
Wert, und Form/Immobilisierung des Antigens verändert werden (Griffiths, Williams et al. 
Diskussion 
 
99
1994); (Hoogenboom 1997). Die richtigen „Panning“-Parameter müssen für die meisten 
Antigene empirisch ermittelt werden, bevor sie zu dem gewünschten Ergebnis führen. 
Generell ist es einfacher, eine Selektion der Phagen mit aufgereinigtem definiertem Antigen 
durchzuführen; dies war mit den Venturia inaequalis-Ascosporen jedoch nicht möglich, da 
mangels Masse keine aufgereinigte Antigenfraktion aus Ascosporen hergestellt werden 
konnte. Weiterhin sollten die Antikörper gegen ein Antigen auf der intakten Spore gerichtet 
sein.  Das „Screening“ von „Phage Display“-Bilbliotheken mit ganzen Zellen ist in der 
Literatur mehrfach beschrieben worden (Watters, Telleman et al. 1997); (Wong, Waibel et al. 
2001); (Tur, Huhn et al. 2001)).  Die bei Tur et al. beschriebene Methode zur Selektion von 
Phagen bei niedrigem pH wurde auch bei der Selektion der Venturia inaequalis-
Phagenbibliothek auf ganzen Ascosporen angewandt. Mit dieser Methode war jedoch keine 
Anreicherung von spezifisch an die Ascosporen bindenden Phagen zu erreichen. Als 
erfolgreich erwies sich dagegen die bei Marks (Marks, Hoogenboom et al. 1991) 
beschriebene und auf das „Panning“ mit Ascosporen hin adaptierte Methode. Die zuvor mit 
BSA geblockten Ascosporen wurden nach einer Inkubation mit der Phagenbibliothek zehnmal 
mit PBS-Puffer+Tween 20 und zehnmal mit PBS-Puffer gewaschen, um unspezifisch 
bindende Phagen zu entfernen. Die Elution der bindenden Phagen erfolgte anschließend mit 
einer alkalischen Triethanolamin-Lösung. Nach drei Selektionsrunden konnte eine Bindung 
der eluierten polyklonalen Phagen auf Ascosporen nachgewiesen werden (III.4.4). Nicht 
selektionierte Phagen aus einer humanen scFv-Phagenbibliothek zeigten hingegen keine 
Bindung. Als weitere Indizien für eine erfolgreiche Selektion konnten die nach jedem 
Panning um den Faktor 10 erhöhte Zahl der eluierten Phagen (Ergebnisse nicht gezeigt) und 
der stets gleich bleibende Anteil an Phagen mit scFv-Insert nach jeder „Panning“-Runde 
(III.4.3) gewertet werden. Auch ein BstNI-Fingerprinting (III.4.3) von 20 ausgewählten 
Klonen zeigte eine starke Häufung gleicher Restriktionsmuster, was ebenfalls auf die 
Anreicherung spezifischer Phagen durch das „Panning“ hindeutet.   
 
IV.2.3 Charakterisierung und Expression ausgesuchter scFv-Antikörper 
Aus dem Pool der selektionierten Phagen wurden 40 Einzelklone isoliert, die Produktion 
löslicher scFv-Antikörperfragmente induziert und die Antikörperfragmente auf ihre 
Bindungsspezifität hin getestet (III.4.4). Sechs der Klone (scFv #18, #22, #34, #35, #37, und 
#40) zeigten eine eindeutige spezifische Bindung an die Ascosporen. Drei der scFv-Klone 
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(scFv #18, #22 und #40) wurden im 1l-Maßstab periplasmatisch exprimiert und über NiNTA-
Affinitätschromatografie aufgereinigt (III.5). Nach der erfolgreichen Reinigung wurden die 
Bindungsaktivitäten nach den einzelnen NiNTA-Aufreinigungsschritten gemessen. Es konnte 
eindeutig gezeigt werden, dass die Elutionsfraktionen den größten Anteil an bindenden scFv-
Antikörpern enthielten, während in den Waschfraktionen relativ wenig bindende scFv-Ak 
nachzuweisen waren. Die Elution der mit einem His6-„tag“ versehenen scFv erfolgte schon 
ab einer Imidazolkonzentration von 40mM und erreichte bei einer Konzentration von 250mM 
ihr Maximum. Vergleichbare Ergebnisse  wurden auch von Nath berichtet (Nath 2002). Bei 
der NiNTA-Aufreinigung wurden neben den gewünschten scFv-Antikörpern mit einer Größe 
von 30 kDa immer auch kontaminierende bakterielle Proteine von der Säule eluiert. Es 
handelt sich dabei um Proteine mit einer Größe von 20, 50 und 70kDa. Die Größe der Banden 
in der SDS-PAGE (Abb.III-14) entspricht der von bakteriellen Chaperonen, die bei der 
Faltung von Proteinen eine Rolle spielen (Gottesmann and Hendrickson 2000). Zum Beispiel 
ist das oft mit heterologen Proteinen  zusammen aufgereinigte 70kDA große bakterielle 
Protein ein Produkt des dnaK-Gens, dass in den Abbau von nicht korrekt gefalteten Proteinen 
bei E.coli involviert ist. 
Die Sequenzierungen der sechs scFv-Klone zeigte eine sehr hohe Homologie der 
Nukleotidsequenzen untereinander. Maximale Abweichungen zwischen zwei Klonen (#37 
und #22) betrugen nur 3 Prozent der Nukleotide. Nach Übersetzung der Nukleotide in die 
korrelierende Aminosäure-Sequenz zeigten nur die Klone #18, #22 und #40 Unterschiede im 
Bereich der CDRH1-Sequenz (III.7). Bei den übrigen Sequenzen lagen die Unterschiede, so 
es denn überhaupt welche gab, nur im Bereich der Primer-Bindestellen. Wegen der hohen 
Homologie der scFv-Sequenzen wurde nur der scFv #40, beispielhaft für alle Klone, einer 
ausführlichen Computer-gestützten Sequenzanalyse unterzogen. Zum Einsatz kamen die im 
Internet durch das National Center of Biotechnology (NCBI, USA) bereitgestellten Portale zur 
DNA-und Proteinanalyse [http://www.ncbi.nlm.nih.gov]. Mit dem Programm IgBLAST 
konnte die Sequenz des scFv #40 mit bereits bekannten Sequenzen muriner Immunglobulin-
Gene verglichen werden. Gleichzeitig wurden die von Kabat (Kabat et al., 1990) formulierten 
Konventionen für die Nummerierung der Aminosäuren und deren Zuordnung zu CDR- und 
FWR-Regionen angewandt. Die Ergebnisse der Analyse sind in den Abbildungen in III.7 
dargestellt.  
Die von Kabat formulierten Konventionen wurden durchweg erfüllt. Ein weiterführender 
Vergleich der Teilsequenzen der VL und VH mit murinen Keimbahngenen führte zu folgenden 
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Ergebnissen: Die VH wird durch die Neuarrangierung der Immunglobulin-Gene während der 
Affinitätsreifung aus den Keimbahnelementen V, D, und J zusammengesetzt. Die 
Keimbahngene mit der höchsten Homologie sind das V-Keimbahn-Gen J558.17 (97 Prozent 
Homologie), das D-Element DSP2.8 (100 Prozent Homologie) und das J-Element JH4 (95 
Prozent Homologie). Nach Haines et al. (Haines, Angeles et al. 2001) gehört gut die Hälfte 
der murinen V-Gene der 15 Genfamilien innerhalb des IgH-Genlocus zur VhJ558-Familie. 
Die Untersuchungen deuten daraufhin, das ein Teil der bei BALB/c-Mäusen bisher wenig 
untersuchten J558-Familie vor allem zum angeborenen Antikörper-Repertoire beiträgt. Die 
hohe Homologie der verwendeten VH im scFv#40, und der übrigen bindenden scFv-
Antikörper (#18, #22) weist darauf hin, dass die Antikörpergene kaum einer somatischen 
Hypermutation unterzogen wurden. In der VH von scFv#40 sind nur acht Basenaustausche 
gegenüber dem Keimbahngen zu finden, die allerdings zu fünf Unterschieden in der 
Aminosäuresequenz führen. Zwischen der Keimbahnsequenz und dem scFv#22 kommt es 
immerhin zu 15 Basenaustauschen,  die zu  acht unterschiedlichen Aminosäuren führen. Da 
bei der PCR-Amplifikation der VH-Regionen auch gezielt IgM-spezifische Genabschnitte mit 
amplifiziert wurden und damit in der scFv-Phage-Display-Bibliothek vertreten sind, kann 
man darauf schließen, das die VH-Teile der bindenden scFv-Antikörper aus dem präimmun-
Repertoire stammen. Es ist während der Immunisierung der Mäuse mit Ascosporen zu einem 
Ig-Klassenwechsel und einem deutlichen Anstieg der IgG-Immunantwort gekommen, der 
durch die Affinitätsreifung stärker hypermutierte Keimbahngene zugrunde liegen.  Das 
schließt aber nicht aus, dass durch das Phage-Display scFv-Antikörperfragmente selektiert 
werden können, die kaum hypermutierte VH-Genabschnitte besitzen. 
Die durch Neuarrangierung der V- und J-Keimbahngene zusammengesetzte VL zeigte im 
Sequenzvergleich 100 Prozent Übereinstimmung mit dem Keimbahn- V-Gen JL1 und dem J-
Gen JL1 (97 Prozent Homologie). Beide Keimbahngene gehören zum VL-Lambda-Genlocus. 
Bei Mäusen beträgt das Verhältnis im Vorkommen von Kappa- zu Lambda- leichten 
Antikörperketten 20:1. Es ist also eher selten, dass Antikörper leichte Ketten des Lambda-
Typs besitzen. Es konnte aber bis heute kein funktioneller Unterschied zwischen Lambda und 
Kappa-leichten Ketten festgestellt werden (Janeway, Travers et al. 2002). 
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IV.3 Immunofluoreszenz-Mikroskopie  
Die Immunofluoreszenz-Mikroskopie diente neben den FACS-Untersuchungen zur optischen 
Analyse der Antikörperbindung an Venturia inaequalis-Ascosporen sowie zur Untersuchung 
von Kreuzreaktivitäten der untersuchten Antikörper gegenüber artfremden Pilzsporen. Die 
Bindungsstellen für die scFv-Antikörperfragmente (#18, #22, und #40) sind nicht homogen 
auf der gesamten Oberfläche verteilt, sondern deutlich lokal verstärkt, wie die 
Fluoreszenzaufnahmen (III.6) zeigen. Diese Beobachtung konnte auch bei der Inkubation von 
Ascosporen mit Serum aus immunisierten Mäusen gemacht werden. Dies lässt vermuten, dass 
die erkannten Antigene in Clustern auf der Ascosporenoberfläche vorkommen. 
Morphologische Auffälligkeiten wie zum Beispiel Poren konnten in 
elektronenmikroskopischen Untersuchungen der Ascosporen jedoch nicht gefunden werden 
(Wolters 2003). Die Ascosporen wiesen auch bei hohen Vergrößerungen eine absolut glatte 
Oberfläche auf.   
Nach Bindung von Fluoresceinisothiocyanat gekoppeltem Concanavalin A (ConA) zeigte sich 
eine starke, homogene Anfärbung der gesamten Sporenoberfläche. Dies ist damit zu erklären, 
das Con A an Mannose- und Glukose-Zuckerreste bindet, die in der aus Zuckerpolymeren 
bestehenden Zellwand häufig vorkommen (Wallis, Easton et al. 2001). 
Die an V. inaequalis bindenden scFv-Antikörperfragmente binden nicht an Sporen anderer 
Pilzspezies (Plectospaerella spec., Verticillium dahliae, Botrytis cinerea, Alternaria 
alteraria) (Abb.III-20). Es wurde auch keine Kreuzreaktivität mit Venturia inaequalis-
Konidiosporen und -Myzel festgestellt (Ergebnisse nicht gezeigt).  
IV.4 Western-„Screening“ einer V. inaequalis-cDNA-Bank 
Neben der Herstellung und Charakterisierung eines Ascosporen-spezifischen Antikörpers 
sollte im Rahmen dieser Arbeit auch die vom Antikörper erkannten Antigene naher untersucht 
werden. Ein Western-Blot mit  extrahierten Zellwandproteinen (II.3.3) und den scFv-
Antikörpern #18, #22 und #40 führte zu keinem Ergebnis. Mit dieser Methode konnten bei 
Verwendung von Serum aus immunisierten Mäusen mehrere Proteine aus dem Extrakt 
erkannt werden (Abb.III-3). Eine Erklärung hierfür kann die durch die Extraktion mit einer 2-
prozentigen SDS-Lösung bei 100°C veränderte Antigenstruktur sein. Da die scFv-Antikörper 
auf unbehandelten intakten Ascosporen selektiert wurden und eine hohe Spezifität aufweisen, 
kann es sein, dass durch die vergleichsweise rigide Behandlung des Antigens (SDS/100°C) 
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das erkannte Epitop so verändert wurde, dass es vom Antikörper nicht mehr erkannt werden 
konnte. Die Bindung von Antikörpern aus dem  Maus-Serum ist auch nach SDS-Extraktion 
und SDS-PAGE eher möglich, da im polyklonalen Serum verschiedene Antikörper mit 
unterschiedlicher Spezifität vorliegen, die viele unterschiedliche Epitope erkennen. 
Mit dem Expressions-„Screening“ einer cDNA-Bank aus Venturia inaequalis sollte eine 
weitere Möglichkeit getestet werden, das von den scFv-Antikörpern erkannte Antigen zu 
identifizieren. Die cDNA-Bank lag in einem λ-ZAP-Express-Vektor vor und wurde nach der 
Massenexzision (II.9.3) in Form von Bakterienkolonien durchsucht. Theoretisch besteht die 
Möglichkeit, die cDNA-Bank in Form von λ-Phagen oder nach der Exzision eines pBKCMV- 
Phagemides in Form von Bakterienkolonien zu durchsuchen. Das „Screening“ größerer 
Mengen an Phagenplaques mit der gleichen Methode ist zwar möglich, die Handhabung der 
Phagen und der entsprechenden Membranen ist jedoch technisch erheblich schwieriger. Ein 
weiterer Grund, der gegen die Phagenplaque-Technik spricht, ist die hohe Gefahr der 
Verbreitung der Bakteriophagen über Aerosole. Bei der Arbeit mit Phagen kaum zu 
vermeidende Aerosole können zu Vermischungen von einzelnen Klonen führen, die beim 
anschließenden „Screening“ zu Problemen führen können. Das „Screening“ wurde mit 
Bakterienkolonien durchgeführt, zumal diese Methode zuvor schon erfolgreich erprobt wurde 
(Wolters 2003) und der Einsatz von Robotern einen hohen Durchsatz von einzelnen 
Bakterienkolonien erlaubte. 
So war es möglich, innerhalb kürzester Zeit eine Menge von etwa 4000 einzelnen 
Bakterienklonen parallel zu testen. Zunächst wurden die Klone nach der Massenexzision mit 
Hilfe eines Roboters in 384well Kulturplatten überführt. Aus zwei dieser Platten wurden die 
Klone mit einem weiteren Robotersystem auf Nitrozellulosemembranen transferiert (Abb.III-
21). Die Membranen lagen auf LB-Agar mit IPTG. Nach der ü.N.-Expression bei 30°C 
wurden die Membranen wie unter III.7 beschrieben mit den scFv-Antikörpern auf ein 
potentielles Antigen untersucht. Leider konnte mit den scFv-Antikörpern #18, #22, und #40 
kein Bakterienklon identifiziert werden, der ein erkennbares Antigen produzierte. Zur 
Kontrolle der Funktionalität wurde ein entsprechendes „Screening“ mit präabsorbiertem 
Mausserum durchgeführt (II.9/II.10). Hier konnten mindestens drei bakterielle Klone 
identifiziert werden, deren exprimierte Proteine von Antikörpern aus dem Maus-Serum 
erkannt wurden. Eine nähere Charakterisierung der mit dieser Methode gefundenen Klone 
kann bei Wolters (Wolters, 2003) gefunden werden. Da somit die Funktionalität der Methode 
bewiesen worden war, musste der negative Ausgang des „Screenings“ mit den scFv-
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Antikörpern einen anderen Grund haben. Ein möglicher Grund könnte die bei Bakterien nicht 
stattfindende korrekte Glykosylierung artfremder Proteine sein. Bakterien besitzen keine 
Organellen, wie das endoplasmatische Retikulum und einen Golgi-Apparat, in denen bei 
Eukaryoten die posttranslationale Glykosylierung von Glykoproteinen stattfindet. Wenn die 
selektierten scFv-Antikörper ein glykosyliertes Antigen erkennen, kann beim Expressions-
„Screening“ mit Bakterien kein positives Ergebnis erwartet werden. Aus diesem Grund 
wurden weitere Untersuchungen zur Natur des Antigens durchgeführt. 
IV.5 Antigencharakterisierung auf V. inaequalis-Ascosporen 
Die Zellwand ist das Zellkompartiment, durch das pathogene Pilze in Kontakt mit ihrem Wirt 
treten. Als Ergebnis des Kontaktes mit dem Pilz entwickeln die meisten Organismen sowohl 
eine zelluläre als auch eine humorale Antwort, um die Ausbreitung zu stoppen und den Pilz in 
dem befallenen Gewebe zu eliminieren (Ponton, Omaetxebarria et al. 2001). Aus 
Untersuchungen mit humanpathogenen Pilzen wie Aspergillus fumigatus, Candida albicans, 
Cryptococcus neoformans Coccidioides immiti, und Histoplasma capsulatum folgt, dass es 
einige wenige immundominante Zellwandkomponenten gibt, die zu einer starken 
Stimulierung der Immunantwort des Wirtes führen. Mannose und deren Polymere sowie 
Mannoproteine gelten als Hauptantigene der pilzlichen Zellwand, die bei der Stimulierung 
einer humoralen Immunantwort eine Rolle spielen (Ste-Marie, Senechal et al. 1990; Latge 
1999). 
Neben der Charakterisierung der pilzlichen Antigene mit Seren von Patienten mit 
nachgewiesenen Mykosen, wurden gezielt Mäuse mit pilzlichen Antigenen immunisiert, um 
nähere Informationen über die Immunogenität der verschiedenen Zellwandkomponenten 
gewinnen zu können. So gelang es, Antikörper gegen Aspergillus fumigatus Gallactomannane 
(Ste-Marie, Senechal et al. 1990), gegen ein Sporen-Oberflächen-Glykoprotein aus 
Colleotrichum lindemuthianum (Hughes, Carzaniga et al. 1999), gegen Melanin aus 
pilzlichen Zellwänden (Nosanchuk, Rosas et al. 1998), sowie gegen ein Mannoprotein aus der 
Zellwand von Candida albicans (La Valle, Sandini et al. 2000) herzustellen. Zur näheren 
Charakterisierung des (Zucker-) Antigens gibt es prinzipiell verschiedene Ansätze. Mit der 
Bindung von verschiedenen zuckerbindenden Glykoproteinen, sogenannten Lectinen, kann 
man frei liegende Zuckerseitenketten blockieren. Über Verdaus mit spezifischen 
Glukosidasen kann man wiederum frei zugängliche Zucker und Zuckerseitenketten abtrennen, 
welche nachfolgend chromatografisch analysiert werden können (Wolters 2003). 
Diskussion 
 
105
IV.5.1 ConcanavalinA -Behandlung der Sporenoberfläche 
Die Ergebnisse der oben genannten Untersuchungen führte zu der Hypothese, dass auf der 
Oberfläche bzw. in der Zellwand von Venturia inaequalis  Mannose und Mannosekonjugate 
eine Rolle bei der Erkennung durch Antikörper spielen könnten. Zur experimentellen 
Überprüfung der Hypothese wurden potentielle, freie Mannoseuntereinheiten auf der 
Oberfläche der V. inaequalis-Ascosporen zunächst blockiert. Dies wurde durch die Inkubation 
der Sporen in einer  Concanavalin A (ConA)-Lösung verwirklicht (II.3.5). ConA ist bekannt 
für seine spezifische Bindung an Mannose- und Glukosereste (Becker, Reeke et al. 1976), 
seine Bindung an pilzliche Oberflächen ist ebenfalls experimentell belegt (Hardham and 
Mitchell 1998). Weiterhin ist aus einigen Untersuchungen bekannt, dass die 
Glykanseitenketten von immunodominanten pilzlichen Glykoproteinen zum  großen Teil aus 
Mannoseuntereinheiten bestehen (Gemmill and Trimble 1999); (Raab 1992); (Wallis, Easton 
et al. 2001). Die ConA-geblockten Ascosporen wurden mit den an unbehandelte Sporen 
bindenden scFv-Antikörpern #18, #22, und #40 inkubiert. Interessanterweise konnte bei scFv 
#22 und #40 keine Antikörperbindung mehr nachgewiesen werden (III.6.1). Der scFv #18 
zeigte noch eine schwache Bindungsaktivität. Offenbar blockiert also die Bindung von ConA 
an die Sporenoberfläche auch die normalerweise von den Antikörpern erkannten Antigene 
(Epitope).  
IV.5.2 De-Glykosylierung der Sporenoberfläche mit PNGaseF 
Durch enzymatische Abspaltung von oberflächen-exponierten Zuckerseitenketten auf V. 
inaequalis-Ascosporen kann die Beteiligung dieser molekularen Komponente bei der 
Antikörper-Antigenerkennung überprüft werden. Das Enzym PNGase F ist eine N-
Glycosidase, welche spezifisch die Amidbindung zwischen einem Asparagin des 
Peptidgerüstes und einer meistens über N-Acetyl-Glukosamin gebundenen Zuckerseitenkette 
spaltet. Nach PNGaseF-Behandlung der Ascosporen ging die Antikörperbindung von scFv 
#18, #22 und #40 (III.6.2) vollständig zurück. Im Vergleich dazu zeigte das polyklonale 
Serum einer immunisierten Maus bei Inkubation mit behandelten Sporen noch eine 
Restaktivität von ca. 40 Prozent. Offensichtlich erkennen die scFv-Antikörper ein Antigen 
(Epitop), welches topologisch eng mit N-gebundenen Zuckern verknüpft ist, oder aus diesen 
besteht. Weitere Untersuchungen, z.B. ein sequenzieller Verdau der Zuckerseitenketten mit 
verschiedenen Glukosidasen oder Mannose-abspaltenden Enzymen könnten im Rahmen eines 
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sogenannten „Epitope-Mapping“ Aufschluss über das von den scFv-Antikörpern erkannte 
Epitop geben. 
IV.2.3 Verwendung von Antikörpern in Biosensoren  
Wegen ihrer hohen Affinität, Vielseitigkeit und kommerziellen Verfügbarkeit sind Antikörper 
heute die am häufigsten verwendete biologische Komponente in Biosensoren. Die auf 
Antikörpern als biologischer Komponente basierenden Immunosensoren weisen je nach 
Aufbau unterschiedliche maximale Sensitivitäten auf. Ausgehend von spezifischen 
monoklonalen Antikörpern gegen das Pflanzenschutzmittel 2,4–Dichlorophenoxyacetat  
(2,4D)  als selektiver Komponente wurde die Detektionsgrenze (Dzgoev, Mecklenburg et al. 
1996) in Kombination der Antikörper mit verschiedenen Transducern getestet. Angefangen 
mit einer relativ hohen Detektionsgrenze von 1µg/L mit einem piezoelektrischen Transducer 
gehen die Sensitivitäten bis auf 0,002 µg/L  für einen amperometrischen Transducer hinunter. 
Heute gibt es eine Fülle von Kombinationen aus verschiedenen Transducern und 
Antikörperformaten. Generell kann man aber sagen, dass mit der höherer Sensitivität auch die 
Komplexität der Biosensoren steigt. Einfache, für den Feldeinsatz geeignete Sensoraufbauten 
liegen dagegen eher in mittleren Sensitivitätsbereichen (Rogers 2000). Die Verwendung von 
piezolelektrischen Quarzen als Transducer hat den Vorteil, dass diese relativ preiswert und in 
ihrer Sensitivität vergleichbar mit anderen Sensoren wie zum Beispiel der Oberflächen-
Plasmonen Spektroskopie sind (Kößlinger, Uttenthaler et al. 1995).  
Neben der Auswahl des entsprechenden Transducers ist die Art der Immobilisierung der 
Antikörper auf der Sensoroberfläche von entscheidender Bedeutung für die Funktionalität und 
Sensitivität. Neben der rein physikalischen und ungerichteten Adsorption von Proteinen an 
vergoldete Sensoroberflächen gibt es heute eine Fülle von Möglichkeiten der chemischen und 
biologischen Immobilisierung (Taylor 1996). Bei einer kovalenten Bindung werden die 
Antikörper in aller Regel über funktionelle Gruppen wie Amino- Hydroxyl- oder 
Carboxylgruppen  an eine chemisch aktivierte Sensoroberfläche gebunden. Der Nachteil 
dieser Methode ist jedoch, dass die Antikörper ungerichtet an der Oberfläche immobilisiert 
werden und deren Antigenbindungsstellen zu einem erheblichen Teil nicht mehr für die 
Liganden zugängig sind.  
Abhlife schafft hier eine gerichtete Immobilisierung von Antikörpern, speziell Vollängen 
IgG-Antikörpern, durch die vorherige Immobilisierung von Protein A oder Protein G oder 
anti-IgG Antikörpern. Diese „capture“ Moleküle binden spezifisch an den Fc-Teil von IgG-
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Antikörpern und sorgen so für eine geordnete Immobilisierung. Der Anteil der für den 
Analyten zugänglichen Antikörperbindestellen kann so erheblich gesteigert werden (Peluso, 
Wilson et al. 2003; Wang and Jin 2003). Eine weitere Methode der gerichteten 
Immobilisierung von Antikörpern besteht in der Verwendung von rekombinanten Antikörpern 
und Antikörperfragmenten mit Affinitäts-„Tags“. Durch die Verwendung eines Biotin-
ähnlichen Peptides war es möglich, ein scFv-Antikörperfragment gerichtet auf einer 
Biosensoroberfläche immobilisieren (Piervincenzi, Reichert et al. 1998). 
Ein wichtiger Aspekt von Biosensoren ist auch deren Stabilität und Regenerierbarkeit. In 
diesem Bereich wurden in letzter Zeit einige Fortschritte gemacht (Quinn, Patel et al. 1999; 
Lu, Chen et al. 2000). Letzendlich müssen aber für jede Anwendung das Format des 
Antikörpers, die Art des Transducers und die Art und Weise der Immobilisierung auf die 
spezifischen Belange angepasst werden. Die Verwendung von  rekombinanten Antikörper-
Techniken und die damit verbundenen Möglichkeiten von spezifischen funktionalen 
Modifikationen eröffnen heute viele Möglichkeiten, um die (Antikörper-)Moleküle quasi 
maßzuschneidern. 
 
IV.6 Abschlussdiskussion und Ausblick 
Unter den wirtschaftlich wichtigen Schaderregern im Apfelanbau steht der Apfelschorf 
(Venturia inaequalis) an erster Stelle. Nahezu in jedem Jahr kann es unter für den Pilz 
günstigen klimatischen Bedingungen zu großen Ertragsausfällen durch starken Schorfbefall 
kommen. Der jährliche Fungizidaufwand für Schorf kann mehr als zwei Drittel vom gesamten 
Pflanzenschutzaufwand im Obstbau betragen (Fischer 2001). Im konventionellen Apfelanbau 
werden cirka 15 bis 19 Applikationen pro Jahr gegen Schorf ausgebracht. Die Möglichkeiten 
der Fungizideinsparung sind beim Anbau von konventionellen Sorten weitgehend ausgereizt. 
Zudem haben chemische Pflanzenschutzmaßnahmen immer schwierigere biologische, 
toxikologische und ökonomische Probleme zur Folge. Selbst die Anwendung integrierter und 
ökologischer Anbaumethoden bedeutet nicht den völligen Verzicht auf Fungizide. Der 
Einsatz neuer Sporenflug-Vorhersagemodelle unter Berücksichtigung vieler Umweltfaktoren 
konnte immerhin zur Einsparung von einem Drittel der Fungizid- und Arbeitskosten führen 
(Mayr, Ammann et al. 1998). Dies zeigt die Einsparungsöglichkeiten auf, die im Rahmen 
einer exakten Bestimmung des Ascosporenfluges mit einem V. inaeaqualis-spezifischen 
Immunosensor erreicht werden könnten.  Der Einsatz des Pathosensors könnte zusammen mit 
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dem entwickelten Sporensammler (De Vetten, Wolters et al. 2003) auf diesem Gebiet einen 
großen Vorsprung bedeuten, indem gegenüber konventienellen Anbaumethoden nur noch sehr 
wenige gezielte Fungizidanwendungen pro Jahr vorgenommen werden müssen. Die 
Verwendung der in dieser Arbeit hergestellten Ascosporen-spezifischen scFv-Antikörper 
ermöglicht eine exakte Erkennung der Ascosporen auch in einer Mischung mit luftgetragenen 
Sporen anderer Pilze (Abb.III-18). Der Einsatz dieser Antikörper in einem schnellen und 
einfachen immunologischen Essay, z.B. einem Dipstick-Test, wie ihn Gautam et al. (Gautam, 
Cahill et al. 1999) bzw. Kutilek et al. (Kutilek, Lee et al. 2001) beschreiben, ist neben dem 
Einsatz im Pathosensor denkbar. Verfahren wie Dipstick-Tests haben den Vorteil, dass sie 
einfach und flexibel zu handhaben sind. Damit eignen sie sich vor allem zu einer 
Schnelldiagnose vor Ort, wenn zum Beispiel bei ungewöhnlichen Wetterlagen Zweifel 
bestehen, ob die eingesetzten Schorf-Vorhersagemodelle richtig liegen.  
Die Produktion der beschriebenen scFv-Ak in grösserem Massstab ist im Gegensatz zur 
Herstellung monoklonalen Antikörpern oder polyklonalen Seren unproblematisch und 
erheblich preiswerter. Dieser Typ Antikörper kann in verschiedenen Expressionssystemen 
kostengünstig und in großen Mengen hergestellt werden (Fischer, Hoffmann et al. 2000; 
Stoger, Sack et al. 2002; Fischer, Twyman et al. 2003). 
Ein anderer Ansatz zur Bekämpfung und Kontrolle von relevanten Schaderregern in 
Nutzpflanzen ist die genetische Modifikation der Nutzpflanzen. Die Modifikation der 
Pflanzen zur Verbesserung des Ertrages, der Qualität der Früchte und der Resistenz gegenüber 
Schaderregern wurde von Pflanzenzüchtern lange Zeit erfolgreich über verschiedene 
Züchtungstechniken vollzogen. Die klassischen Züchtungsmethoden führten zu einer 
genetischen Modifikation durch gezielte Selektion von ertragsstarken Pflanzenvarianten und 
anschließender gezielter Kreuzung bis hin zur Herstellung von genetischen Chimären bzw. 
Mosaiken durch das Aufpropfen  von  pflanzenfremden Teilen wie Sprossen oder Knospen 
(engl.: grafting). Alle diese Methoden erfordern relativ viel Zeit, vor allem, wenn die 
Generationszeit beziehungsweise die Zeit bis zur Ausprägung des Phänotyps mehrere Jahre in 
Anspruch nimmt. Der Apfel ist hier ein typisches Beispiel. Bis ein junger Apfelbaum, der 
zum Bespiel aus einer Kreuzung hervorgegangen ist, die ersten Äpfel trägt, können zwischen 
5 und 8 Jahren vergehen.   
Denkbar wäre, unter der Berücksichtigung der Ergebnisse aus den Doktorarbeiten von 
Dorfmüller und Peschen (Dorfmüller 2002; Peschen 2002), eine Transformation von 
Apfelpflanzen mit den in dieser Arbeit generierten scFv-Antikörperfragmenten, um eine 
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Resistenz der Apfelpflanze gegenüber Venturia inaequalis zu erreichen.  Bei Nahrungsmitteln 
wie Äpfeln, die direkt verzehrt werden, gibt es jedoch in den letzten Jahren ein massives 
Image- und Akzeptanzproblem bei transgenen Produkten, sodass sich transgene Äpfel im 
Augenblick nicht am Markt behaupten könnten (Mayr, Ammann et al. 1998). 
Bemerkenswert sind die Ergebnisse, die mit Hilfe des „Phage Display“ gewonnen wurden. 
Trotz drei Versuchen war es nicht gelungen, monoklonale Antikörper gegen Venturia 
inaequalis-Ascosporen herzustellen. Mit Hilfe der Phage-Display Methode jedoch gelang 
dies. Es ist zwar noch unklar, warum die Herstellung monoklonaler Antikörper trotz 
erfolgreicher Immunisierung der Mäuse nicht gelungen ist; der Erfolg mit der 
phagenpräsentierten scFv-Antikörper-Bibliothek kann aber als Indiz dafür gesehen werden, 
dass diese Methode selbst dann noch zu Ergebnissen führt, wenn traditionelle Techniken wie 
die Hybridoma-Technik versagen. Trotz der nachgewiesen erfolgreichen Immunisierung der 
Maus, aus deren Milzzellen die „Phage Display“-Bibliothek hergestellt wurde, scheinen mit 
Hilfe des Phage-Display-Panning solche scFv-Antikörper angereichert worden zu sein, denen 
Keimbahngene zugrunde liegen, die in der angeborenen Immunantwort eine Rolle spielen 
(Abb.III-24). Gründe hierfür sind in der Antigenstruktur zu suchen. Nach den Ergebnissen aus 
der ConA- bzw. der PNGaseF-Behandlung (Abb.III-21 und Abb.III-23) gibt es eindeutige 
Hinweise, dass die erkannten Antigene (Epitope) Zuckerseitenketten enthalten, die für die 
Antikörperbindung wichtig sind. An solche Strukturen binden wiederum präferenziell IgM-
Antikörper, die in der angeborenen Immunität und bei der Erkennung von Polysaccharid-
Strukturen eine wichtige Rolle spielen. Mit diesen Ergebnissen lässt sich wiederum auch 
erklären, warum das Western-Screening der cDNA-Bank aus Venturia inaequalis mit den 
scFv-Antikörper-Fragmenten erfolglos war. Die im prokaryotischen E.coli exprimierten 
cDNA-Fragmente können nicht, wie dies in Eukaryoten üblich ist, richtig glykosyliert 
werden.  
Das Vektorsystem Lambda ZAP-Express (Stratagene) ermöglicht aber auch eine 
eukaryotische Expression der cDNA. Auf dieser Basis muß in weiteren Versuchen geklärt 
werden, ob die in dieser Arbeit selektionierten und näher charakterisierten scFv-Antikörper 
#18, #22 und #40 an korrekt glykosylierte Antigene binden. Auch sequenzielle Verdaus der 
Zuckerseitenketten auf der Ascosporenoberfläche mit spezifischen Glukosidasen und 
anschließende Bindungstests mit den scFv-Antikörpern könnten bei der weiteren Epitop-
Charakterisierung weiterhelfen.  
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Die cDNA-Bank aus V. inaequalis und die in dieser Arbeit hergestellte Phage-Display-Bank 
eröffnen insgesamt die Möglichkeit einer weiterführenden immunologischen Erforschung der 
Ascosporen und deren Oberfläche bzw. Zellwand. Dies kann wiederum zu wichtigen 
Erkenntnissen für die Bekämpfung der Schorf-Infektion bei Äpfeln führen. 
Der Pathosensor zusammen mit dem Sporensammler kann nicht nur für die Detektion von V. 
inaequalis-Ascosporen sondern theoretisch auch für die Detektion von Pilzsporen anderer 
Pilze eingesetzt werden.  
Ein funktionsfähiger Pathosensor könnte als Plattformtechnologie für eine Reihe von 
Biosensoren unterschiedlichster Spezifität dienen.  Einzig die Spezifität der Antikörper-
Komponente muss entsprechend angepasst werden. Mit dem „Phage Display“ hat man eine 
Methode zur Hand, mit der man auch Antikörper gegen pathogene Agenzien wie Viren, 
Bakterien und eben Pilzsporen herstellen kann (Petrenko and Vodyanoy 2003); (Iqbal, Mayo 
et al. 2000). Gerade in Zeiten, in denen die Gefahr bioterroristischer Anschläge in denkbare 
Nähe gerückt ist, wird eine schnelle und verlässliche Detektion relevanter Keime unerlässlich. 
Aber auch Erreger, die heute vor allem in Krankenhäusern erhebliche Probleme bereiten, wie 
Aspergillus fumigatus, multiresistente Staphylococci, Toxin-produzierende Pilze oder 
Legionellen könnten mit einem Pathosensor entsprechender Spezifität ständig vorbeugend 
überwacht werden und damit ein wichtiger Bestandteil einer epidemieologischen Vorsorge 
sein. 
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IV.7 Zusammenfassung 
Der Apfel ist eine der wichtigsten Speisefrüchte in der westlichen Hemispäre. Der moderne 
kommerzielle Anbau benötigt heute mehr denn je einen ökonomischen und umweltgerechten 
Pflanzenschutz. Venturia inaequalis, der Erreger des Apfelschorfs, ist einer der wichtigsten 
Schädlinge im Apfelanbau. Aufgrund seiner speziellen Biologie und Verbreitung ist die 
Bekämpfung sehr schwierig und teuer. Speziell der Ascosporenflug im Frühjahr ist 
entscheidend für die Verbreitung des Pilzes, deßhalb konzentriert man sich heute bei der 
Schorfbekämpfung auf die Primärifektionen, die durch Ascosporen hervorgerufen werden. 
Der Erfolg dieser frühen Bekämpfung des Apfelschorfs ist stark abhängig von der 
zeitgenauen Bestimmung des Asosporenfluges. Moderne Vorhersagemodelle leisten heute 
schon einen wichtigen Beitrag zur Bestimmung des Sporenfluges, dennoch sind sie bei 
ungewöhnlichen Wetterlagen nicht in der Lage, genaue Vorhersagen zu machen. Hier setzt 
die Entwicklung eines Biosensors zur Detektion des Sporenfluges an. Aus der Luft 
eingefangene V. inaequalis-Ascosporen werden mit Hilfe eines mikrogravimetrischen 
Biosensors „online“ detektiert. Die selektive biologische Komponente des Biosensors, 
Asosporen-spezifische Antikörper, garantieren eine spezifische Erkennung der Ascosporen. 
Die Herstellung spezifischer Antikörper gegen V. inaequalis-Ascosporen war das Hauptziel 
der vorliegenden Dissertationsarbeit. 
Das Ziel konnte vor allem mit der Herstellung einer scFv-Antikörper-“Phage Display“-
Bibliothek und anschließender Selektion von spezifisch bindenden scFv-Antikörpern durch 
Antikörper-„Phage-Display“ erreicht werden. Die Spezifität der Antikörper für V. inaequalis-
Ascosporen konnte anschließend mit verschiedenen immunologischen Verfahren (ELISA, 
Fluoreszenz-Mikroskopie, Durchflusszytometrie) nachgewiesen werden. Die bindenden scFv-
Antikörper wurden genetisch näher charakterisiert. Eine Expression (ein Liter-Maßstab) 
ausgewählter bindender scFv-Ak in E. coli und eine anschließende Aufreinigung mittels 
Metall-Affinitätschromatografie ermöglichte die Verwendung in weiterführenden 
Untersuchungen. Mit den aufgereinigten Antikörperfragmenten durchgeführte 
Untersuchungen lieferten weitere Erkenntnisse zur Beschaffenheit des Antigens. Ein ebenfalls 
durchgeführtes Western-„Screening“ einer V.inaequalis-cDNA-Bank mit den scFv-Ak lieferte 
keine Indizien für Antigen-exprimierende cDNA-Klone. Der Grund hierfür könnte in der 
fehlenden Glykosylierung der exprimierten Proteine liegen. Dagegen konnten beim 
„Screening“ mit dem Serum aus einer immunisierten Maus drei cDNA-Klone identifiziert 
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werden.  Zur Effektivitätssteigerung der „Screening“-Prozedur wurden Techniken und 
Roboter für ein Hochdurchsatz-„Screening“ verwendet. 
Nach Behandlungen der Ascosporenoberfläche mit dem Lectin Concanavalin A und der De-
Glykosylierung mit PNGase F zeigte sich, dass die scFv-Antikörper mit hoher 
Wahrscheinlichkeit an ein glykosyliertes Antigen binden. Sowohl nach der Blockierung von 
Zuckerseitenketten als auch nach dem Entfernen derselben durch enzymatischen Verdau 
konnten die scFv-Antikörper nicht mehr binden.  
Die in dieser Arbeit hergestellten Antikörper eignen sich sowohl zur angestrebten 
Verwendung in einem Biosensor als auch in anderen immunologischen Verfahren zur 
Detektion von V. inaequalis-Ascosporen (ELISA, Dipstick-Assays). Die hergestellte „Phage-
Display“-Antikörper-Bibliothek eröffnet weiterführende Untersuchungen zur Interaktion Pilz-
Pflanze. 
Durch geeignete Variation der Versuchsparameter  konnten verschiedene immunologische 
Arbeitsmethoden (ELISA, Durchflusszytometrie, Immunofluoreszenz-Mikroskopie) 
erfolgreich auf die Arbeit mit V. inaequalis –Ascosporen angepasst werden. 
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VI Anhang 
VI.1 Abkürzungen 
A Ampère
AA Acrylamid
Ag Antigen
Ak Antikörper
Amp Ampizillin
AP alkalische Phosphatase
AS Aminosäuren
BCIP 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat
Bp Basenpaar
BSA Bovine Serum Albumine
cDNA komplementäre DNS
CDR (“complementarity determining region”) hypervariable Region
cfu (“colony forming unit”) Kolonie bildende Einheit
CH bzw. CL konstante Domäne der schweren (H) bzw. leichten (L) Ak-Kette
c-myc Humanes Peptid zur Protein-Markierung („Tag“)
CIP (“Calf intestinal phosphatase”) Kälber-Darm Phosphatase
ConA Concanavalin A (Lectin)
C-Terminus Carboxy-Terminus
Da Dalton
DEPC Diethylpyrocarbonat
dd di-deoxy
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA (“desoxyribonucleinacid”) Desoxyribonukleinsäure DNS 
DNAse Desoxyribonuklease
dNTPs 2-Desoxyribonukleotidtriphosphate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
DTT Dithiothreitol
et.al. und andere
E Extinktion
E.coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiamintetraacetat
ELISA “enzyme-linked immunosorbent assay”
ER Endoplasmatisches Reticulum
Etbr Ethidiumbromid
Fab Antigen bindendes Ak-Fragment (monovalent)
F(ab’)2 Antigen bindendes Ak-Fragment (bivalent)
Fc Konstante Ak-Region
FITC FluoreceinIsoThioCyanat
FR (“Framework region”) konservierte Gerüsteregion der variabelen Domänen
g Erdbeschleunigung (9,806 ms-2)
GAR (“Goat anti Rabbit“) Ziege anti Kaninchen
GAM („Goat anti Mouse“) Ziege anti Maus
h Stunde
H + L spezifisch für die schwere und leichte Ak-Kette 
His6 Aminosäuresequenz aus sechs hintereinanderliegenden Histidinen = Hexahistidyl
HRP (“horse radish peroxidase“) Meerrettich  Peroxidase
Ig Immunglobulin
i.m. intramuskulär
IMAC Immobilisierte Metall Ionen Affinitätschromatographie
i.p. intraperitonal
IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid
k Kilo
Km Kanamycin
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κ kappa
λ lambda
L Liter
LB Luria broth
LP (“Leader Peptide”) Signalpeptid
µ mikro
m milli
M Molar
mAk monoklonaler Antikörper
min Minute
MOPS 3-(N-morpholino)propansulfonsäure
MPD Mouse Phage Display (Primer)
mRNA (“messenger“) Boten-Ribonukleinsäure
Mw Molekülgewicht
NBT Nitroblautetrazolium
n nano
N-Terminus Amino-Terminus
ORF (“open reading frame“) offenes Leseraster
PAA Polyacrylamid
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
pAk polyklonale Antikörper
PBS (“phosphate buffered saline“) Phosphat gepufferte Saline
PBS-T PBS + 0,05% (v/v) Tween-20
PCR (“polymerase chain reaction“) Polymerasekettenreaktion
PEG Polyethylenglycol
pfu (“plaque forming unit“) Plaque bildende Einheiten
pHEN 4II Hi „Phage-Display“-Phagemid Vektor
pelB bakterielles Leader-Peptid zur periplasmatischen Expression
PPP periplasmatischer Puffer
RAM (“Rat anti Mouse”) Ratte anti Maus
RNA (“ribonucleic acid”) Ribonukleinsäure RNS
rRNA ribosomale RNS
RNAse Ribonuklease
RT reverse Transkriptase; Raumtemperatur
RT-PCR reverse Transkriptions-PCR
s Sekunden
S Svedberg Einheit
scFv (“single-chain Fragment variable”) „single-chain“-Antikörper-Fragment aus VH und VL
SDS Natriumdodecylsulfat
Taq Thermus aquaticus
TBE Tris/Borsäure/EDTA
TE Tris/EDTA
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethyldiamin
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
tRNA (“transfer“) Transfer Ribonukleinsäure
Tween 20 Polyoxyethylensorbitanmonolaurat
U (“Unit“) Einheit
üN über Nacht
UpM Umdrehungen pro Minute
UV Ultra-violett
V Volt
v/v Volumen pro Volumen
VD Verticillium dahliae
Verd. verdünnt
VH bzw.VL variable Region der schweren (H) bzw. leichten (L) Ig-Kette
VLB “back”-Primer variable light chain
VLF “front”-Primer variable light chain
Vol. Volumen
W Watt
w/v Gewicht pro Volumen
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Buchstabencode für variable Basenpaare: 
R A oder G B C, G oder T 
Y C oder T D G, A oder T 
M C oder A H A, C oder T 
K G oder T V A, C oder G 
W A oder T N A, C, G oder T 
S C oder G   
 
 
VI.2 cDNA-Primer, PCR- und Sequenzieroligonukleotide 
Alle Oligonukleotide wurden, falls nicht anders erwähnt, von der die Firma MWG-Biotech 
synthetisiert, gegebenenfalls markiert und HPLC gereinigt. Zur Lagerung wurde eine 100 µM 
wässrige Lösung bei -70°C aufbewahrt, aus der die jeweilige Arbeitskonzentration hergestellt 
wurde. Alle Oligonukleotide zur Herstellung einer Antikörper-„Phage Display“-Bibliothek 
entsprachen denen bei Naehring beschriebenen (Naehring 1999). 
 
V.2.1 Sequenzieroligonukleotide 
pHEN pelB 5´ GCA GCC GCT GGA TTG TTA TTA CTC GC 3´ 
pHENc-myc 5´GAC GTT AGT AAA TGA ATT TTC 3´ 
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